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  فصل اول

  

  

  

  مقدمه

  

  كليات 1-1

و  Solanaceaeگياهي است يكساله از تيره  .Solanum tuberosum Lزميني با نام علمي سيب

زميني  سيب. غذيه مردم جهان داردتاي است كه نقش مهمي در از محصولات غده اين گياه.اتوتتراپلوئيد است

گرم از غده آن  100به طوريكه در باشد داراي كربوهيدرات مي آنغده ايست و يكي از مهمترين گياهان دولپه

در سيب . باشدو املاح مي ري هم ويتامينگرم پروتئين و مقدا 2گرم كربوهيدرات،  21گرم آب،  75حدود 

زميني گياهي است  سيب ).1370جعفرپور، ( وجود دارد Cو  Aو  B2و  B1هاي زميني مقدار زيادي ويتامين

ها داراي غده .شودميمتر و به صورت رويشي به كمك غده تكثير سانتي 100تا  30يكساله به بلندي حدود 

هاي زيادي داراي گونه Solanumجنس  .آورندميها گياهچه جديد را به وجود جوانه هستند، كه اين جوانه

دودس و ( نمايندو تعداد بسيار محدود ديگري هستند كه توليد غده مي tuberosumبوده ولي تنها گونه 

 است بندي در برگلازم براي تحريك و شروع غده مونرهومعمولاً . اين گياه دگرگشن است). 1989همكاران، 

بندي تر و غدهتر باشد نسبت به طول روز حساسهر چه رقم ديررس. شودميو تحت تأثير روزهاي كوتاه توليد 

در نواحي گرم، در  هطوريكاين محصول سرمادوست است، به  .افتدخير بيشتري ميأآن در روزهاي بلندتر به ت

شود كه ميانگين زميني در نواحي حاصل ميرشد سيب بهترين. شودپاييز و در نواحي سرد، در بهار كاشته مي

ملكي و همكاران، (درجه سانتيگراد يا كمتر باشد  25زميني حدود ت هوايي گرمترين ماه فصل رشد سيبحرار

1387.(  
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اين محصول از نظر . دباشمي مورد توجه زيادي ،در هكتار بسيار بالاست اين گياهز آنجا كه عملكرد ا

در ايران اين محصول از . ذرت و جو قرار دارد ،برنج ،اهميت در مقام پنجم و بعد از محصولاتي چون گندم

به روز اهميت آن افزوده  با رشد جمعيت كشور روز �صمخصو ،اي در تغذيه مردم برخوردار استجايگاه ويژه

 بالا بازده علت به آن، كشت زير سطح كاهش رغمعلي زميني،سيب توليد ميزان). 1370جعفرپور، (گردد مي

 ميليون 1/4 ميزان به 2009 سال در ايران در محصول اين توليد. است افزايش درحال زمين سطح واحد در

  ).2009 فائو،( است شده هكتارگزارش1ˏ533ˏ955ت كشزير سطح و تن

ارتفاعات آند، بوليوي، پرو، شيلي . هاي آمريكاي جنوبي و مركزي استزميني كوهستانسيبخاستگاه 

زميني اولين بار در زمان فتحعلي شاه سيب. است شدهميزميني در آنها كشت اولين مناطقي بودند كه سيب

در قرن . مطرح بوده استقاجار از آمريكا وارد ايران شد كه در آنجا از ديرباز به عنوان يك محصول مهم غذايي 

زميني به طور گسترده براي توليد پوره مورد هجدهم و نوزدهم ميلادي در كشورهاي مختلف اروپايي سيب

زميني عمدتاٌ توسط استعمارگران از اروپا به چند كشور در خلال قرن نوزدهم سيب. استفاده قرار داشت

آرژانتين، بوليوي،  ،كشور 16ي وحشي در زمينسيبدرصد  88 .گرمسيري و نيمه گرمسيري وارد گشت

  ).1370جعفري، ( مشاهده شدندمكزيك و پرو 

 هاي كلي اصلاحهدف. اهلي نمودن گياهان يكي از مهمترين وقايع كشاورزي در دنياي جديد است

بهتر نمودن كيفيت محصولات كشاورزي و توليد مواد اوليه مورد نياز  ،نباتات افزايش عملكرد در واحد سطح

هايي كه حساسيت و مقاومت ژن. دارد وجود در اغلب گياهان يك يا چند ژن اقتصادي. جوامع انساني است

در شرايط . نباتات قرار دارندهاي اصلاح در اولويت برنامه ،كنند گياهان را نسبت به امراض و آفات كنترل مي

هاي كنترل ژن .زمان طولاني ممكن استنباتات به مقدار كم و صرف اعد افزايش عملكرد به طريق اصلاحمسنا

با تركيب . باشند كننده عملكرد براي بروز حداكثر پتانسيل خود به عوامل محيطي توليد وابسته مي

هاي روش. وجود دارد رفع شده استهاي كلاسيك كه در روشنباتات موانعي تكنولوژي در اصلاحبيو

كشت ، توليد گياهان هاپلوئيد ،كشت بافت: وند عبارتند ازشبيوتكنولوژي كه براي اصلاح گياهان استفاده مي

توليد ، QTLاساس نشانگرها و انتخاب بر، انتقال ژن يا مهندسي ژنتيك، پروتوپلاست ادغام ، دانه گرده

مي  انجام انتخاب سلولي در مقياس وسيعبافت و  نباتات با استفاده از تكنيك كشتدر اصلاح .گياهان هاپلوئيد

  ).1380پيري و نظريان فيروزآبادي، (هاي محيطي را توليد نمود ارقام مقاوم به استرستوان 

هاي كشت سلول، بافت و اندام در برگيرنده كليه روش) كشت بافت( اصطلاح كشت درون شيشه

تواند رشد  هر سلول گياهي در شرايط مناسب كشت مي. باشد گياهي در ظروف شفاف و در شرايط استريل مي

برداري از اين پتانسيل ژني در گياهان دو هدف عمده دنبال در بهره. ورت يك گياه كامل درآيدد و بصنماي

بافت سلولي با ارائه تحقيقات  كشت .يابي به صفات جديدتوليد و تكثير گياهان يكنواخت و دست :شود مي

هاي گياهي و تشكيل كالوس و مطالعات ميكروسكوپي بر روي مواد التيام دهنده زخم 1985در سال گاتريت 

 ).1387ملكي و همكاران، ( كه تئوري سلولي را ارائه دادند، آغاز شد 1839و  1838در سال توسط اشليدن 

و عملي يك  ساختاريكند كه سلول واحد ، اين تئوري عنوان ميهآغاز گرديد 19تئوري سلولي در قرن 

بديل يك سلول به يك باعث تباشد كه پتانسي مينتيكي به نام توتييت ژقابل هرسلول داراي .موجود است

گونه كه اشاره شد امكان توليد هزاران گياهچه مشابه گياه مادري را در اين تكنيك همان. گرددگياه كامل مي

پيري و نظريان فيروزآبادي، ( تواند فراهم كندو در فضاي فيزيكي بسيار محدود ميمدت زمان بسيار كوتاه 
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فرنگي و سپس كشت  ه گوجههاي مريستم نوك ريشهاي حاوي سلولدر آغاز استفاده از ريزنمونه). 1380

ده شروع در آمريكا با ريزازديادي اركي 1960بافت در سال  سپس كاربرد تجاري كشت. جنين جو رونق يافت

  . )1387ملكي و همكاران، (شد 

مهم در موفقيت بسياري از  ايزايي مسئلهيا جنين زايياندامها از طريق كالوس و باززايي گياهچهتوليد 

باشد كه هاي تمايز نيافته مياي از سلولكالوس شامل توده). 1988 ،دبلوك(باشد بافت مي آزمايشات كشت

جهت  )In vitro( ويترو در محيط اينهاي توليد شده از كالوس. باشندتوانايي توليد يك گياه كامل را دارا مي

 هاي توليد شده در محيطتمامي كالوس. شوداستفاده مي....  ايجاد تنوع سوماكلوني، انجام انتخاب سلولي و 

) مورفوژن(زا هاي ريختحاً كالوسكه اصطلا ،توليد اندام را نداشته و صرفاً برخي از آنها هستندكشت توانايي 

هايي است كه هاي سوماتيكي نيز شامل جنينجنين. قابليت توليد يك گياه كامل را دارندشوند و ناميده مي 

هاي پايدار را دارا هاي سوماتيكي بوجود آمده و توانايي رشد و توليد گياهچهويترو از سلول در محيط اين

ترين ي يكي از اساسيهاي سوماتيكزا و باززايي از طريق جنينهاي ريختبهبود شرايط توليد كالوس. تندهس

سازي هايي از بهينهگزارش. مراحل بوده و نياز به انجام تحقيقات گسترده جهت بهينه نمودن شرايط دارد

 ،راقاوان(هاي گياهي ديده شده است هاي سوماتيكي براي بسياري از گونهها از طريق جنينباززايي گياهچه

  ).1995 ،؛ برآون و همكاران1995 ،؛ بجاج1986

بافت  هاي كشتنژادي از جمله تكنيكزراعي و بههاي جديد بهگيري از روشروزه دانشمندان با بهرهام

پلاسم جديد از ميان ايجاد ژرم). 1370جعفرپور، (زميني در واحد سطح بيفزايند اند بر توليد سيبتوانسته

ين گياه ايجاد نموده است ا پتانسيل زيادي براي بهبود خصوصيات ،بافت و انتقال ژن هاي كشتتكنيك

كشت مريستم به تنهايي يا به همراه تيمار گرما ابزار مفيد و مؤثري براي حذف ). 1985 ،و همكاران هابرلاچ(

توان هاي گياه ميبه طور كلي از تمام مريستم). 1977باپات و روآت، ( ويروسي از گياهان است هايآلودگي

زميني اولين گياهي است كه سيب). 1376پيريك، ( زا استفاده كردبيماريبراي توليد گياهان عاري از عوامل 

؛ فيك و همكاران 2003نجيب و همكاران، ( اندههاي آن حذف شدبافت ويروس هاي كشتاز طريق تكنيك

شماي كلي طرح به . است هاي مصنوعي نيز استفاده شدهويترو براي توليد واريته از تكنيك كشت اين). 1992

شود، سپس در سطح زميني تتراپلوئيد، سطوح ديپلوئيدي آن گرفته مياست كه از سيبين ترتيب ا

از . شودشوند و با كشت بساك، مونوپلوئيد آنها توليد ميهاي غالب و مطلوب گزينش ميديپلوئيدي ويژگي

هاي ديپلوئيد خودبارور اگر لاين .هاي هموزيگوت ديپلوئيد توليد خواهد شدهاي مونوپلوئيد مختلف لاينلاين

مشكل توليد بذر و همچنين انتقال  بنابراين. توان از بذر به جاي غده براي تكثير آنها استفاده كردمي ،باشند

  . شودويروس مرتفع مي

كلون  توانند با سايرمي گياهان ديپلوئيد. هاي اساسي استزميني يكي از ويژگيهتروزيگوستي در سيب

هاي مختلف ديگر تلاقي يافته و توليد گياهان تتراپلوئيد يا با گونه tuberosum .Sهاي ديپلوئيد نظير 

هاي مقاوم صورت زيادي براي انتخاب كلون هايتلاش. توان به هتروزيس رسيدنمايند و از اين طريق مي

ان مراحل بهتر است در هم جاي اينكه گزينش در سطح گياه كامل باززايي شده انجام گيرد، گرفته است و به

همچنين از فناوري مهندسي ژنتيك نيز . گرهاي مناسب صورت گيردگزينش اوليه كشت پروتوپلاست با كمك

گزارشاتي در همچنين  ).1989دودس و همكاران، ( شودهاي مناسب در اين گياه استفاده ميبراي انتقال ژن

؛ آّبادهيا و 1977 ،آس-برادو(وجود دارد زميني هاي مختلف سيبهاي سوماتيكي از بافترابطه با توليد جنين
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اي زميني به طور گستردهبافت جهت اصلاح ارقام سيب هاي كشتكه تكنيكبا توجه به اين ).1977 ،چندرا

زميني ضروري به نظر گياه سيب بافت در مورد استفاده قرار گرفته است، انجام تحقيقات ديگر در زمينه كشت

 هاي كشتنژادي از جمله تكنيكزراعي و بههاي جديد بهگيري از روشبا بهرهامروزه دانشمندان . رسدمي

  ).  1370جعفرپور، (اند بر توليد اين محصول در واحد سطح بيفزايند بافت توانسته

           D-2,4هاي سي تأثير استفاده از هورمونهدف از انجام اين تحقيق برر

)Dichlorophenoxyace acid- 2,4- ( به تنهايي و در تركيب باKin )Kinetin(  وBAP                        

)6-benzyl amino purine(،  وNAA )Naphtaleneacetic acide-α(  در تركيب باBAP در تشكيل كالوس 

در  )GA3 )Gibberellic acidو  D-2,4به تنهايي و در تركيب با  BAPبه تنهايي،  Kinهاي هورمونو 

ني كه در ايران مورد كشت زمييكي در ارقام مختلف سيبهاي سوماتاززايي جنينببراي  D-2,4تركيب با 

هاي سوماتيكي گام مؤثري در انجام بديهي است بهينه كردن شرايط توليد جنين. باشدگيرند مي قرار مي

هاي به تنشومت تحقيقات آتي جهت اصلاح اين ارقام بخصوص از طريق انجام انتخاب سلولي براي افزايش مقا

          .باشدزيستي ميزيستي و غير
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  فصل دوم

  

  

  

  

  منابع بررسي

  

  

  بافت كشت 1- 2

دهد كه امكان بكارگيري توانايي و اي از فنون را تشكيل ميي مجموعهبيوتكنولوژي يا فناوري زيست

هاي اخير با انجام در سال. سازدفراهم ميهاي موجودات زنده اعم از حيواني يا گياهي را كارآيي سلول

تحقيقات متعدد در حوزه بيوتكنولوژي كشاورزي اين بخش داراي جايگاه مهم و با ارزشي شده است و اين 

با  و همچنين اتاتنبهاي كلاسيك اصلاحبا گياهان زراعي فراهم نموده است، تا از روشامكان را در رابطه 

ويترو اين بافت و سلول گياهي در شرايط  ورزي ژنتيكي، كشتاز قبيل دستهاي مختلف استفاده از تكنيك

پيري (تر و بيشتر به شرايط محيطي و همچنين سازگار با نياز انسانها توليد نمايد گياهاني با سازگاري متناسب

  ).1380و نظريان، 

اركان مهم فناوري زيستي به عنوان هاي مهندسي ژنتيك از بافت و سلول گياهي به همراه روش كشت

هاي تمايز نيافته توانايي يك از سلولبا علم به اين موضوع كه هر . آينديكي از علوم پيشرفته دنيا به شمار مي

اي تازه پيش روي دانشمندان و محققان علوم زيستي گشوده شد، تبديل شدن به گياه كامل را دارند، دريچه

اي در مدت زمان اجراي هاي اصلاح سنتي گياهان، تسريع قابل ملاحظهوشبه نحوي كه در مقايسه با ر

داري علاوه بر اين نگه. هاي بين جنسي را نيز فراهم نمودهاي اصلاحي به وجود آمد و امكان انجام تلاقيبرنامه

  ديگر كشتذخاير توارثي، توليد گياهان عاري از ويروس و توليد گياهان هاپلوئيد از جمله كاربردهاي مهم 

بافت مبتني بر دو مرحله تمايززدايي و تمايزيابي است كه  هاي كشتروش. باشندبافت و سلول گياهي مي

انجام هر يك از اين مراحل به شرايط خاصي نياز دارد و بايد در محيطي عاري از هر گونه آلودگي صورت 
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 ها نهال و گياهاكز توليدي ساليانه ميليونبا اين وجود مر. شودپذيرد كه گاه باعث افزايش هزينه توليد مي

هاي زيستي متعددي نيز با استفاده كنند و فرآوردههاي ريزازديادي به بازار عرضه ميمختلف را از طريق روش

ويترو عبارت است از رشد سلول،  بافت گياهي يا كشت اينكشت .  شونداي كشت بافت توليد ميهاز روش

اين . شودمصنوعي استريل كه به صورت جامد يا مايع تهيه مي در يك محيط غذايي بافت و يا اندام گياهي

اي در عمل انواع كشت بافت داردكه اين هاي زيست فناوري، كاربرد گستردهتكنيك به عنوان يكي از شاخه

  ):1389ربيعي، (شوند بندي ميكاربردها به صورت زير طبقه

هاي تمايز نيافته كه از رشد نامنظم قطعات هاي حجيم سلولي تودهداررشد و نگه: كشت كالوس يا بافت -1

آيند را كشت كالوس وجود مي اند بهكشت شده هايي كه قبلاًهاي گياهي يا سلولها و بافتكوچكي از اندام

  .گويند

در محيط هاي كوچك هاي گياهي و دستهاي از سلولمجموعهكشت : كشت سوسپانسيون يا كشت سلول -2

  مايع كشت

هاي گياهي ايزوله شده بدون داشتن ديواره سلولي را كشت پروتوپلاست كشت سلول: كشت پروتوپلاست -3

  .نامندمي

كشت بافت يا كشت عاري از آلودگي شامل كشت سلول، بافت و اندام تحت شرايط فيزيكي و شيميايي در 

هاي جديدي از تكنولوژي و بهبود در پيشرفت 1960تا  1940هاي ما بين سال. باشدميويترو  محيط اين

هاي گياهي در افزايش گونه اين تكنيك كاربرد زيادي 1990در سال . كاربرد اين تكنيك گزارش شده است

تورپ، ( باشدكشت بافت ابزار مهمي براي مطالعات سلولي و كاربردهاي تجاري مي). 2007تريوور، (داشت 

1990 .(  

  بافت تاريخچه كشت 2- 2

 1925در سال . را كشت نمودكشت حاوي نمك و ساكارز جنين  هانيگ در محيط 1904در سال 

روبين و كات  1920- 1925هاي در بين سال. اي استفاده كردگونههاي بيناز كشت جنين در تلاقي باچلاي

ساكارز + شيره مخمر +   Bهايويتامين(حاوي  كشت ريشه گوجه فرنگي در محيط. كشت ريشه را انجام دادند

وس هويج و تنباكو با استفاده از كشت كال 1939در سال . صورت گرفت 1934توسط وايت و در سال ) نمك+ 

گياهان عاري از ويروس با استفاده از كشت  1952در سال . و توسط وايت و گاثرت صورت گرفت هااكسين

اندام هوايي با استفاده از نسبت مايز ريشه و ت 1957در سال . مريستم توسط مورل فرانسوي به وجود آمد

بناي كشت سلول . تنباكو انجام شد زايي توسط اسكوگ آمريكايي و درمربوط به شكل كسين و سيتوكنينا

زايي جنين. نهاده شد 1954-1959هاي هاي گياهي توسط هيلدربرند سوئدي نيكل و ملچرز و در سال

 59-1958هاي توسط رينرت آلماني و استوارد آمريكايي در سال هاي سلولي در هويج وسوماتيكي در كشت

  .)1381باقري و آزادي، ( صورت گرفت



12 

 

  بافت  كاربردهاي عمومي كشت  3- 2

  بافت تكثير كلون از طريق كشت 1- 2-3

 هاي محوري تشكيل شده، كشت نوك ساقه و كشت مريستم معمولاًبراي تشكيل كلون، تكثير جوانه

ترين مزيت تكثير كلون، تكثير عمده. دهدتغييرات ژنتيكي رخ مي هابه ندرت در اين جوانه زيرا ،مناسب است

  .باشدهزاران گياهچه از يك ژنوتيپ منفرد مي

  كاربردهاي تجاري2- 2-3

ان بيشترين كاربرد را داشته صورت تجاري در گياه هبافت ب تكنيك ريزازديادي با استفاده از كشت

فرنگي و گلهاي زينتي ديگري ، توتمارچوبهزميني، در مورد گياهان باغي ديگري از قبيل پيرتروم، سيب .است

 ثر عملي كشتمؤهاي مشروط بر اينكه روش ،باشدنمايند، پتانسيل استفاده را دارا ميكه به سختي بذر مي

  .پذير باشديز امكانبافت براي گونه مورد نظر فراهم و حفظ هويت ژنتيكي گياهان تكثير شده ن

  تكثير گياهان عاري از ويروس 3- 2-3

هاي گياهي ممكن است بوسيله نوك مريستم و يا تركيبي از كشت مريستم و ها و ديگر پاتوژنويروس

هاي گياهان داراي بيشترين مقدار است و در فراواني يك ويروس در برگها يا ساقه. تيمار به گرما حذف شوند

هاي با تشكيل كلوني از ريزنمونه. وجود ندارد شود و يا اصلاًتشكيل شده يا بندرت ديده ميبافت مريستم تازه 

  .ممكن است باززايي شوند ،عاري از بيماري نوك مريستم، گياهان عاري از ويروس يا تقريباً

  پلاسمالمللي ژرمحفاظت و تبادل بين 4- 2-3

هاي پلاسم ذخيره شده براي مدتژرم هاي نوك ساقه ممكن است منجمد شده و به عنوانكشت

بافت در نيتروژن مايع با درجه  بدين طريق كه كشت سلول و يا كشت. گيرندطولاني مورد استفاده قرار مي

  . شوندداري ميحرارت پايين براي مدت طولاني نگه

  بافتمزاياي كشت 4- 2

  بافت گياهي ي است كه به كشتترين مزيتتوليد انبوه گياهاني با ساختار ژنتيكي يكسان، معمول

  .شودنسبت داده مي

بافت يا سلول ممكن است كه هزاران سلول در يك كشت موجود باشد  با كشت: هاتكثير سريع كلون - 

ته باشد، اين گياهان از نظر ژنتيكي مشابه يكديگر اشكه هر كدام قابليت توليد گياه كاملي را د

 .خواهند بود

 يكنواختي ژنتيكي - 

لوده، يك منبع بزرگي از مواد گياهي آهاي گياهي تحت شرايط غيرحفظ كشت: شرايط غيرآلوده - 

 .دهدزا در اختيار ما قرار ميعاري از بيماري

اغلب در داخل . دارداحتمال داشتن تعداد زيادي گياه در داخل يك ظرف كشت وجود : انتخاب گياه - 

اي تيمار كرد كه توان به گونهها را ميضمناً كشت .قداري تنوع ژنتيكي وجود داردهاي عادي، مكشت

 .ميزان جهش افزايش يابد
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امروزه به خوبي مشخص شده است كه كيفيت و شرايط رشد گياه : ايگياه مادري درون شيشه - 

به طور شگفت باشد، ميزا، نور و دما كه تحت تأثيرعناصري مانند مواد غذايي، عوامل بيماري مادري

 . مؤثر است گياهان موفقيت تكثيرانگيزي بر روي 

نياز به فضاي كوچك و سهولت فراهم كردن شرايط مناسب موجب : حفظ و نگهداري منابع ژنتيكي - 

اي، روش كاربردي مناسبي جهت حفظ گياهان مادري هاي درون شيشهشده است كه كشت

هاي كمياب و گونهداري گياهان زراعي، توان براي نگهاز اين روش مي. ها محسوب شوندكلكسيون

 .هايي كه در معرض خطر هستند استفاده كردگونه

هاي ناسازگار، از طريق كشت بافت ممكن است جهت توليد گياهان هيبريد در گونه از فنون كشت - 

 .جنين يا تخمك استفاده شود

 .توان گياه توليد كرداي در تمام طول سال ميهاي درون شيشهبا استفاده از روش - 

بافت  گيرد ممكن است كه از طريق كشتها به سختي صورت ميكه تكثير رويشي در آن هاييگونه - 

 .)1380پيري و نظريان فيروزآبادي، ( تكثير شوند

  بافت گياهي مراحل كشت 5- 2

  :تواند شامل مراحل زير باشدبافتي مي يك كار كشت

 انتخاب يك ريزنمونه گياهي - 

 ميكرو، ويتامين، هورمون، ساكارز و آگاركشت حاوي عناصر ماكرو و  ساخت محيط - 

 كشت استريل كردن محيط - 

 استريل نمودن وسايل و لوازم كشت - 

 استريل نمودن نمونه گياهي - 

 عمل كشت استريل - 

 هاي كشت شده در شرايط مطلوبداري نمونهنگه - 

 هاي گياهي كامل شده به گلدانانتقال نمونه - 

 شرايط غير استريل سازي يا سازگار نمودن گياهان حاصل بامقاوم - 

 ).1381باقري و آزادي، ( انتقال به مزرعه - 

  تهيه ريزنمونه 6- 2

عوامل مربوط به گزينش  .گيردكشت قرار مي اي از گياه است كه در داخل محيطريزنمونه يا قلمه قطعه

  :ريزنمونه عبارتند از

  ريزنمونهسن  2-6-1

 تر استتر باشد براي تكثير مناسبريزنمونه جوانسن ريزنمونه اهميت زيادي دارد، به طوريكه هر چه 

  اندازه ريزنمونه 2-6-2

بسته به  .تر است، سختتركشت ريزنمونه كوچك معمولاً. بافت مؤثر است اندازه ريزنمونه روي پاسخ به كشت

  .گرددزايي متفاوتي مشاهده مياينكه ريزنمونه از انتها، وسط يا بالاي ساقه انتخاب شود، پتانسيل ريخت
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  كيفيت گياه 2-6-3

شود كه از گياهان سالم در مقايسه با گياهان تحت تنش غذايي يا آبي و يا براي تهيه ريزنمونه توصيه مي

  .گياهان داراي علائم بيماري استفاده شود

  هدف نهايي كشت 2-6-4

جوانه  زنمونه معمولاًري. بسته به نوع پاسخ مطلوب از كشت سلول، انتخاب بافت ريزنمونه متفاوت خواهد بود

از قطعات كوتيلدون، هيپوكوتيل،  زايي معمولاًبراي القاي كالوس. باشدانتهايي و جانبي و يا ساقه هوايي مي

  .)1380پيري و نظريان فيروزآبادي، ( شودساقه، برگ و يا جنين استفاده مي

  شرايط استريل 7- 2

انجام . مواد مغذي بايد در محيط استريل قرار گيرند كشت حاوي ها در محيطبه دليل قرار گرفتن ريزنمونه 

  ):1389ربيعي، (باشد يك كشت استريل شامل مراحل زير مي

 .رشد گياهان اوليه در شرايطي كه ميزان آلودگي به حداقل برسد - 

 هاي سطحيتيمار مواد گياهي با مواد گندزدا جهت از بين بردن ميكرواورگانيسم - 

چنين ظروفي و هم گيرندنمونه مورد استفاده قرار ميام برش و انتقال ريزاستريل ابزاري كه براي انج - 

 .شوندها در آنها قرار داده مينمونهكشت و ريز كه محيط

 .بافت قرار داده شوند ها بايد در محيط مغذي استريل براي شروع كشتنمونهبعد از ضدعفوني نمودن، ريز

كشت بايد در اطاق مخصوص يا داخل هود يا اطاقكي كه  مادر به محيطمواد گياهي از گياه جداسازي و انتقال 

  .ها را بتوان حذف نمود انجام شودميكرواورگانيسم

  كشت تركيب محيط 8- 2

هاي گياهي نيازمند تأمين تعدادي از عناصر شيميايي و رشد، تمايز، نمو و تحولات مورفولوژيكي بافت

زنده گياه با برقرار نمودن يك ارتباط مستقيم با محيط توسط يك  در محيط. برخي پارامترهاي فيزيكي است

مواد غذايي را جذب نموده و آنها را براي رشد، نمو و تقسيم سلولي ....هاي فيزيكي، شيميايي و سلسله فعاليت

در  مشابه است، اما هاي گياهي در تمام گياهان نسبتاًبافت با وجود آنكه نيازهاي عمده كشت. بردبكار مي

تأثير گونه، جنس و عمل تركيبات و ميزان آنها براي رشد و تمايز بهينه يك بافت در محيط مصنوعي تحت

اي فرموله شود، كه تمامي بافت بايد به گونه لذا تركيبات محيط كشت. گيردحتي منشأ ريزنمونه قرار مي

  ).1380ن فيروزآبادي، پيري و نظريا( بافت خاص را تأمين كند احتياجات ويژه يك سيستم كشت

ها كه براي رشد كامل گياه ضروري هستند ميكروالمنتو  از يك محلول حاوي ماكرو كشت معمولاً محيط

ي كه معمولا ساكارز ها و نيز يك منبع انرژهاي مختلف و اسيدآمينهبه اين محلول ويتامين. ساخته شده است

هاي رشد كه به محيط اضافه كنندهكشت به نوع تنظيم در محيط رشد و نمو گياهان. دشواست اضافه مي

  . نيز بستگي دارد شوند مي

  

  زمينيويتروي سيب كشت اين 9- 2

. ويترو در مورد آن انجام شده است هاي كشت اينزميني از جمله گياهاني است كه بيشتر تكنيكسيب

هاي غده، شاخه، مريستم، بساك و گرده استفاده شده و در بعضي ويتروي اين گياه از ريزنمونه در كشت اين
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استوارد و  ).1389شريفي و همكاران، ( موارد هم از پروتوپلاست و مزوفيل براي باززايي استفاده شده است

هفته  5هاي كشت شده را طي تر بافتبرابري وزن 50هاي هورموني، افزايش با تنظيم غلظت) 1951(كاپلين 

سپس نوريس در سال . زميني بوده استسيب بافت دند و اين اولين گزارش در خصوص كشتگزارش كر

از آن به بعد كارهاي زيادي به منظور استاندارد كردن شرايط و . زميني را انجام دادكشت مريستم سيب 1954

و آزادي،  باقري( مريستم براي توليد گياهان عاري از ويروس انجام شده است استفاده از تكنيك كشت

1381(.  

 .هاي تكثير ايجاد تغييرات ژنتيكي جهت افزايش عملكرد محصولات استهدف اصلي از بيشتر برنامه

يكي از اهداف تكثير جنسي، حفظ تغييرات ژنتيكي است و اين . كندزميني نيز صدق ميكه اين در مورد سيب

هايي است كه براي اين بافت يكي از روشكشت . زميني كه يك گياه تتراپلوئيد است آسان نيستبراي سيب

 هاي  روشكشت سلول و كالوس يكي از). 2007ساوي و همكاران،  - ؛ ال2005آرانبي، ( شودمنظور استفاده مي

نجيب و  ).2007، و همكاران ساوي-ال( دهدمهم است كه در زمان كوتاه اين تغييرات ژنتيكي را نشان مي

زميني عاري از ويروس توليد محصول هاي بذري سيباعلام كردند كه با استفاده از غده) 2003(همكاران 

زميني براي ايجاد گياهان آميزي در سيبكشت مريستم به طور موفقيت. يابددرصد افزايش مي 40حدود 

در زمينه كشت ) 1985(ا و همكاران چاندر) 1993(شاكيا و همكاران . عاري از ويروس به كار گرفته شده است

. عاري از ويروس باززايي كردند هايزميني و باززايي گياه از آن تحقيق نمودند و گياهچهبافت مريستم سيب

كشت سعي در ايجاد يك محيط  هاي رشد گياهي در محيطكنندهاين محققين با تغيير مقادير مختلف تنظيم

). 2000چافور و همكاران، (اند از طريق كشت بافت مريستم داشته هاكشت مناسب براي باززايي گياهچه

بر گزارشاتي مبني. باشدزايي جزء شرايط اوليه ميزايي و جنينوسيله اندامباززايي گياهان در آزمايشگاه  به

و ؛ ياداو 1993كاردي و همكاران، (زميني از چندين ژنوتيپ وجود دارد باززايي از برگ، ساقه و غده سيب

 MSكشت  در محيط NAAو  BAPهاي مختلف آزمايشاتي در رابطه با اثر غلظت). 1995استيكلن، 

)Murashige Skoog ( توسط ياسمين و همكاران)هاي گرههاي برگ و ميانآنها از ريزنمونه. انجام شد) 2003

بيشترين درصد . دادندچنين هر هورمون را در پنج سطح مورد آزمون قرار هم. استفاده كردندزميني سيب

 BAPگرم در ليتر ميلي 2 و NAAگرم در ليتر ميلي 5/2درصد بود كه در غلظت  95زايي حدود كالوس

با . زميني نيز در كمترين زمان به وقوع پيوستهاي سيبزايي و توليد گياهچهچنين كالوسهمبدست آمد و 

اي مورد استفاده قرار زميني به طور گستردهيببافت جهت اصلاح ارقام سهاي كشت توجه به اينكه تكنيك

  .رسد زميني ضروري به نظر ميگياه سيب بافت درنجام تحقيقات ديگر در زمينه كشت گرفته است، ا

  زاييكالوس 10- 2

به  ).1951استوارد و كاپلين، ( كشت بافت و كشت سلول تكنيكي  براي توليد سريع كالوس است

اين . بافت، القاي كالوس از ريزنمونه اوليه ضروري است هاي كشتاز آزمايش عنوان اولين قدم در بسياري

هاي توليدمثلي ضدعفوني شده ريشه، ساقه، برگ يا اندام ،ريزنمونه ممكن است يك گياهچه تازه توليد شده

شكل و بيدر واقع يك بافت  .)1381باقري و آزادي، (باشد فت حاصل از ايجاد زخم در گياه ميكالوس با. باشد

شوند بوجود هاي گياهي در يك مسير نامنظم و غير سازماندهي شده تكثير ميزماني كه سلول. بي نظم است

ها حشرات، ميكرواورگانيسم گياه توسط هايدر يكي از انداميافته اين بافت اغلب در قسمت جراحت . دنآيمي

كشت ضدعفوني اي كوچك از يك گياه در محيط قطعهبا قرار دادن . آيدو يا حتي در اثر تنش بدست مي
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 در اثر تحريك تنظيم. توان توليد نمودويترو مي حاوي مواد كافي براي رشد و نمو، كالوس را در محيط اين

كشت متابوليسم هاي شيميايي اضافه شده به محيط هكنندها و يا تنظيمرشد در درون سلول هايكننده

يند تمايز در طي اين فرآ. كنندكثير فعال مياند تغيير يافته و شروع به تخاموش بوده در فاز ها كهسلول

هاي ها، بافتم بود به يكباره معكوس شده و ريزنمونهسلولي و تخصصي شدن كه در گياه كامل در حال انجا

  .نيافته و مريستمي هستنداي تمايزهكنند كه شامل  سلولجديدي ايجاد مي

حيط جديد در ظرف جداگانه شروع به اي از كالوس اوليه به منتقال قطعهبا ا كشت كالوس معمولاٌ

 كند بستگيهاي فرعي به شرايط محيطي كه نمونه در آن رشد ميفاصله زماني بين كشت. نمايدكثير ميت

  .هفته مورد نياز است 6تا  4هاي فرعي معمولا هر گراد، كشتدرجه سانتي 25در دماي . دارد

  :بندي شودهاي زير طبقهتواند به دستهنمونه مين براساس نوع ريزبافت همچني كشت

 .كشت اندام كه خود شامل كشت مريستم، كشت ساقه، كشت جنين و كشت ريشه است - 

 .باشدهاي تمايزنيافته كه شامل كشت كالوس و كشت سوسپانسيون ميكشت سلول - 

  :  باشدت داراي سه مرحله نمو ميبدست آمده اسكالوس تمايز نيافته كه از يك ريزنمونه يا از كشت قبلي 

 القاء تقسيم سلولي - 

هاي تمايز يافته هر گونه ساختار اختصاصي خود را از دست دوره تقسيم فعال سلولي كه در آن سلول - 

 .شونددهند و غير اختصاصي ميمي

ربيعي، (نمايند يهاي تكثير يافته شروع به تمايز مدوره كاهش و توقف تكثير سلولي كه در آن سلول - 

1389.(  

 

هاي باززايي آنها با اندامبعضي از  ،كنندهاي يك ريزنمونه در تشكيل كالوس دخالت نميهمه سلول

ل كالوس در محيط هاي رشد گياهي فاكتور مهمي است كه تشكيكنندهسطح تنظيم. كنندشده رقابت مي

براي هر گونه گياهي متفاوت است و بستگي به هاي رشد گياهي كنندهغلظت تنظيم. كندكشت را كنترل مي

وقتي كالوس . منبع ريزنمونه يا گياه مشخص دارد شرايط كشت نيز در تشكيل كالوس و نمو آن مهم است

هاي كالوس براي ايزولاسيون كشت. هاي مختلف استفاده نمودتوان از آن براي طيفي از آزمايشتوليد شد مي

 شوندهاي ثانويه استفاده مي د فرآوردهزايي و توليزايي سوماتيكي، اندامنپروتوپلاست، گزينش سلولي، جني

  ).1381باقري و آزادي، (

بافت، شامل كشت كالوس توتون، هويج، گل اطلسي و غيره بوده است كه  اكثر كارهاي اوليه كشت

اكسين ها و سيتوكنينروش معمول در اين موارد، دستكاري تعادل بين . اندهمه آنها جزء گياهان علفي بوده

اين مسئله منجر به . هاي بكار رفته بوده است تا اينكه الگوي رشد در جهت توليد نوساقه يا ريشه تنظيم شود

رهاي رايج، تكثير از طريق مريستم شود، اما در كااز آنها استفاده مي هاي كشتي شد كه عموماًتوسعه محيط

تر پتانسيل عمده استفاده از كالوس در جايي است كه بيش. شودهاي نوساقه، روشي غالب محسوب مي

از نظر . هاي سوماتيكي القاء نمودوده و آنها را جهت تمايز به جنينسلولهاي كالوس را بتوان از هم جدا نم

باشند، با توجه به اينكه هر ميليمتر كالوس مي) زيگوتي(هاي بذري شبيه به جنين هاريخت شناسي اين جنين

مي ميزان توليد جنين لول تشكيل شده و هر يك از آنها توانايي تشكيل يك جنين را دارند، لذا از هزاران س

هاي باشد كه از طريق قرار دادن جنينمي نكته جالب در اين مورد، توليد بذور مصنوعي. تواند بسيار زياد باشد

  ).1382معيني و كهريزي، ( شونداتيكي در يك پوشش مناسب، تهيه ميسوم
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و نيز   كه پس از آن امكان توليد جنين ها بايد ابتدا توليد كالوس نمايند سياري از موارد ريزنمونهدر ب

از اين جهت داشتن اطلاعات كافي در مرحله اوليه كشت بافت . دنآي كه اساس باززايي هستند بوجود مي ، ساقه

قابليت رشد سريع و يا جنين، ريشه و ها كالوس سبز، ترد و با  كشت و نيز هورمون كه چه تركيبي از محيط

كشت و نيز  در حال حاضر راهي براي برآورد دقيق محيط. كنند بسيار مهم و حياتي است ساقه را توليد مي

ها بايد از طريق يك آزمايش اين ويژگي. باشد پروتكل رشد براي ايجاد يك نوع خاصي از كالوس موجود نمي

اساس هر . ز براي هر واريته جديد مورد مطالعه و بررسي قرار گيرنددقيق براي هر گونه خاص گياهي و ني

باشد  اند مي هاي گياهي نتايج مطلوبي را داده هايي كه در ديگر گونههاي كشت و پروتكل آزمايش، محيط

هاي رشد بر روي كنندهتنظيمهاي اپتيمم نتايج خوبي از توانايي القاي كالوس با غلظت ).2007هاريشا، (

 .القاي كالوس يكي از موارد مهم در تنوع ژنتيكي است. زميني مشاهده شده استهاي مختلف سيبقسمت

 ليتر و درگرم ميلي 5و  4، 3 ،2 ،1، 0با غلظت   BAPهايزميني تحت تأثير هورمونالقاي كالوس در سيب

 5و  4هاي در غلظتتنها به تنهايي به كار رفت   BAPزماني كه. بررسي شد D-2,4ليتر  درگرم ميلي5/0

 زايي صورت گرفتكالوس  D-2,4هايدر حاليكه در تمام غلظت . شكيل شددر ليتر كالوس تگرم ميلي

يكي از . با توجه به گزارشات فوق براي تشكيل كالوس وجود اكسين الزامي است). 2011ياسمين و همكاران، (

تلاش بسياري . ود، هورمون توفوردي استشدهي استفاده ميهايي كه به وفور براي شروع كالوسهورمون

جهت تعيين غلظت مناسب براي شروع و رشد كالوس در محيط كشت با استفاده از توفوردي به انجام رسيده 

  ).2004آبياراتن و همكاران، (است 

  كشت در محيطرا ) Ecalipta alba L(. اكاليپتوس هاي گياهريزنمونه) 2011( ديوندرا و همكاران

MS  ميكرومولار 75/10حاوي NAA  2,4  ميكرومولار 04/9و-Dبعد از سه هفته كالوس . كشت كردند

بعد از چهار  هفته  ها به محيط باززايي،پس از انتقال كالوس. هاي سفيد مايل به زرد و ترد تشكيل شدند

زا را از كشت نوك ساقه سيب جنين هايكالوس) 1992( كينگ چنج .هاي جنيني تشكيل شدندكالوس 

 )2011(زاده و همكاران خياط .بدست آورد D-2,4 ليتر در گرمميلي 2/0حاوي  MSزميني در محيط كشت 

كشت  هاي دو رقم اسفناج را در محيطآنها برگ. زايي اسفناج بررسي كردنددر كالوسرا  Kin و D-2,4تأثير 

. كشت كردند Kin گرم در ليترميلي 2گرم در ليتر وميلي 1و  5/0، 1/0 در سه سطح D-2,4 حاوي هورمون

 Kin گرم در ليترميلي 2و  D-2,4 گرم در ليترميلي 5/0كشت حاوي  زايي در محيطبيشترين درصد كالوس

حاوي  MSكشت  ها را در محيطدر تحقيقاتشان بهترين كالوس) 2002( همكارانشاحمد و . حاصل شد

جداكشت  گرم در ليتر در قطعهميلي 1/0با غلظت  NAA گرم در ليتر وميلي 1با غلظت  BAهورمون 

هاي هاي جوانتر پاسخ بهتري به محرك سلول بر اساس نتايج حاصله. به دست آوردندلوبيا اي گرهك لپه

. د نحوه عمل اكسين و سيتوكنين در محيط كشت تحقيقاتي صورت گرفته استردر مو .دهندورموني ميه

ها جهت تحريك سيتوكنين در كشت بافت بسيار قابل توجه است چرا كه اغلب همراه با اكسين تأثير هورمون

هايي كه به وفور در كشت بافت از سيتوكنين. گيرندتقسيم سلولي و كنترل مورفوژني مورد استفاده قرار مي

  .   باشندشود كينتين و بنزيل آمينو پورين مياستفاده مي

. هاي سوماتيكي امري ضروري استتوليد كالوس با توانايي توليد جنينجهت تحقق اهداف اصلاحي 

كه غلظت شود، اما در صورتيغاز ميآهاي سوماتيكي اغلب در محيط حاوي اكسين فرآيند توليد جنين
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مقدار هورمون مورد استفاده ميزان توليد . شودها متوقف ميهورمون در مراحل بعد كاهش نيابد، رشد جنين

  ). 2008ادوين و همكاران، (دهد تأثير قرار ميزا را تحتي جنينهاكالوس

  باززايي 11- 2

و  رودمي شمار به وتكثيرگياهان حفظ براي ثرؤوم مناسب هايازروش يكي بافت كشت طريق از باززايي

 گونه هاي ساختاريمورد نظر با توجه به پيچيدگي هاي كلي انتقال ژن متناسب با نوع گونهسازي روشبهينه

باززايي و توليد گياهچه از  ).2008كرمي و همكاران، (هاي مختلف از ديرباز مورد توجه دانشمندان بوده است 

هاي مختلف باززايي در كشت بافت جنبه مسيرهاي متفاوت. هاي بسياري، امر بعيدي بودكالوس براي سال

 دادهر ثير خود قراأت و مطالعات نموي را تحتاي درون شيشه بيوتكنولوژي مثل انتقال ژن، ريزازديادي، انتخاب

 زايي رويشي، جنينزايي مستقيماي مشتمل بر ساقهزايي درون شيشههاي مختلف ريختروش تمامي .است

از طريق (زايي غيرمستقيم ، جنيناز طريق كالوس مستقيمزايي غيرساقهزايي مستقيم، ريشه، مستقيم

گياه باززايي . )1386زاده و همكاران، حسين(بدست آمدند ) طريق كالوساز (زايي غيرمستقيم ، ريشه)كالوس

باشند، بلكه جزء اجزاء ضروري بيوتكنولوژي و عامل بالقوه براي ارقام موجود مي از سلول و كشت بافت نه تنها

كند مي بيان) 1969(كريكورين ). 2009خاديگه، (براي توليد گياهان جديد در زمان كوتاه نيز كاربرد دارند 

توان به گياه كامل تبديل كرد كه اين طي نتايج بدست هاي گياهي استريل را با كشت مجدد ميكه سلول

  .هايي كه قابليت باززايي دارند مشاهده شدآمده در سلول

پور و جونز، احسان(هاي اخير پيشرفت قابل توجهي داشته است زميني طي سالباززايي از سيب

زميني بسيار مهم هاي مختلف سيباستاندارد كردن پروتوكل باززايي براي واريته ).2000؛ فيگرت، 2000

باشند، موجب توليد هايي كه ژنتيك يكساني دارند و عاري از پاتوژن مياست، زيرا باززايي گياهان از كالوس

از  باززايي). 2007شيرين و همكاران، (شود تعداد زيادي گياهچه سالم در مدت زمان خيلي كم مي

كا و مارتينز، ؛ گاري1997كرلي و بوليارد، (زميني از جمله برگ هاي مختلف سيبهاي حاصل از بافت نمونه ريز

؛ ايسنا و 1997مظفري و همكاران، (، غده )1996و همكاران،  ئهو؛ هاك1995كا و مارتينز، يگار(، ساقه )1995

از ) 1975(وانگ و هانگ  .انجام شده است) 1992پريتوا و دديكوا، (هاي زيگوتي و جنين) 1998همكاران، 

حاوي هورمون ايندول  MSكشت واقع در محيط زميني سيبگره و نوك ساقه هاي حاصل از ميانكالوس

هاي تشكيل گزارش داد كه كالوس) 2009(خاديگه . زميني را  باززايي كردندهاي سيباستيك اسيد گياهچه

 زايي و در محيطحاوي تيديازورن بيشترين ساقه MSكشت زميني، در محيط گره سيبشده حاصل از ميان

اصلاح شده حاوي MS  كشت از محيط) 1981( پاتراسكو. داردزايي را بيشترين ريشه IBAكشت حاوي  

براي ) 1982(مچنين الوواليا ه. زميني استفاده كندهورمون زآتين به تنهايي توانست براي توليد ساقه از سيب

و  )Zeatin(هاي زآتين درصد حاوي هورمون MS 50كشت  زميني، با استفاده از محيطزايي در سيباقهس

2,4-D هاي حاصل از غده از كالوس) 1977(لام . هاي توسعه يافته، دست يافتاوليه از كالوس هايبه ساقه

با استفاده از ) 2001(سالتانا و ) 2003(نسرين و همكاران . زميني، باززايي گياهچه را انجام دادهاي سيب 

زميني به نتايج مشابهي براي باززايي از ساقه سيب MS كشت كينتين و نفتاليك استيك اسيد در محيط

موجب تحريك و طويل شدن  MS كشت تركيب كينتين و نفتاليك استيك اسيد در محيط. دست يافتند

زايي دهد كه باززايي و اندامنتايج نشان مي). 1986ساه و پارك، (شد  ).Allum sativa L(ها در سير ساقه

ترابي، (هاي رشد و شرايط كشت دارد كنندهزميني وابستگي زيادي به ژنوتيپ، نوع بافت، تنظيمدر سيب
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هاي رشد گياهي كنندهآيد كه بهترين غلظت تنظيممي به طور كلي از تحقيقات دانشمندان چنين بر ).2008

ها، برحسب نوع گونه گياهي، نوع هورمون مورد ها و باززايي گياهچه از كالوسريزنمونه براي القاي كالوس در

بنابراين به  .استفاده شده در محيط كشت، مرحله نموي، سن گياه مادري و نوع ريزنمونه متفاوت خواهد بود

در تمام عمليات توان استفاده از يك تيمار هورموني مشخص را براي تمام گياهان و طور يقين و قطع نمي

تانگ و همكاران، ( كشت بافت گياهي پيشنهاد كرد بلكه براي هرگونه گياهي بايد به طور جداگانه بررسي شود

2003.(  

زيره اي زايي درون شيشهمسيرهاي مختلف ريخت ها، واكشت و نور بر ايجاد و باززاييثيرات هورمونأت

زايي رويشي جنين رخ داد، در حالي كه جنين مريستميزايي مستقيم در منطقه ساقه. بررسي شدسبز 

به  بنزيل آمينو پورين -6اضافه كردن سيتوكنين . پيوست تيل جنين به وقوعومستقيم بر روي قسمت هيپوك

 اكسين. كرديمستقيم بازي مالوس و آغاز مسيرهاي باززايي غيرتشكيل ك كشت نقش اصلي را در محيط

IAA )Indol-3-acetic acide ( نقش اصلي را در جنين زايي رويشي مستقيم به عهده داشت، در حالي كه

ند زايي مستقيم بودتعيين كننده ساقه به همراه سطوح بالاي سيتوكنين داخلي،  NAAو  IAAمتقابل اثرات

زايي در زايي و ريشهزايي، ساقهوضعيت كالوس )2008(كرمي و همكاران . )1386حسين زاده و همكاران، (

 نتايج حاصله بهترين غلظت طبق .كردند بررسيرا  NAAو BAP هاي گياه لوبيا رقم گلي تحت اثر هورمون

گرم در ليتر هورمون ميلي 2و   NAAرگرم در ليتميلي 4/0 ،هورمون دو اين از درتركيبي دهيكالوس براي

BAP زايي با افزايش غلظت هورمونيند ساقهدر فرآ. بدست آمد BAP گرم ميلي 2زايي تا غلظت درصدساقه

زايي ريشه NAAغلظت هورمون  افزايش زايي باريشه يندفرآدر .در ليتر افزايش و بعد از آن كاهش يافت

در ) 1382(اميري و فهيمي  .كامل تشكيل و به خاك انتقال يافت بعد از مراحل بالا گياهچه. افزايش يافت

گرم در ميلي 5ها در تيمار ين تيمار هورموني براي رشد كالوسبهتر ند،نشان دادهاي خود بر روي لوبيا بررسي

 لوبيا جداكشت محور زير لپه در قطعه Kinگرم در ليتر از هورمون ميلي 5/2و  D-2,4ليتر از هورمون 

)Hypocotil( گرم ميلي 75/0اي در تيمار هورموني زايي در قطعات جداكشت برگ لپهيند ريشهفرآ. باشدمي

همكارانش و زامبر . مشاهده گرديد Kinگرم در ليتر از هورمون ميلي 5/2و  D-2,4در ليتر از هورمون 

در  گرمميلي 1كشت حاوي  هاي موجود در محيطاز كالوس بيشترين درصد تشكيل ساقه لوبيا را) 2001(

و  MSكشت  دو نوع محيطزايي عدس، از سازي ساقهبه منظور بهينه .مشاهده كردند BAP ليتر هورمون

اي و جنين سربرداري شده و سطوح مختلف كوتيل، گره لپههاي اپيتغييريافته، ريزنمونه  MSكشت محيط

تغيير  MSكشت   نتايج نشان داد كه محيط. گرم در ليتر استفاده شدميلي 4و  BAP1 ،2 ،5/2 ،3هورمون 

زايي افزايش ساقه سبب  BAPافزايش. باشدميويتروي عدس  كشت مناسبي جهت كشت اين يافته، محيط

در عين حال افزايش اين هورمون  .زايي را بدنبال داشتگرم در ليتر آن بيشترين ساقهميلي 3گرديد و غلظت 

  ). 1386قاسمي عمران، (ليتر سبب كاهش ارتفاع ساقه شد  گرم درميلي 4و  3گرم در ليتر به ميلي 2از 

  مختلف در باززاييهاي  نقش هورمون 12- 2

بايست شرايط رشد و باززايي براي هر گياه بافت مي جهت حصول نتايج مناسب در هر آزمايش كشت

بايست با دقت مورد بررسي قرار گيرد از جمله مواردي كه مي. خاص باتوجه به هدف آزمايش بهينه شود

هاي رشد گياهي كاربردهاي كنندهتنظيم. باشدتركيب هورموني مورد استفاده باتوجه به هدف آزمايش مي
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هاي كشت و دانشمندان با افزودن اين مواد به محيط. اندبافت گياهي داشته هاي كشتفراواني در تكنيك

يابي سريع و آسان به هدف مورد كشت براي دست تغيير مقادير آنها سعي در ايجاد شرايط بهتري در محيط

در . باشندها و اتيلن ميها، جيبرلينها، سيتوكنينياهي شامل اكسينهاي رشد گكنندهتنظيم. اندنظر داشته

كسين نقش بسيار مهمي در كنترل تقسيم و تمايز هاي گروه اهاي رشد گياهي هورمونكنندهبين تنظيم

  ). 1382مور، ( هاي گياهي برعهده دارندسلول

  هااكسين 1- 2-12

صورت  كسينتأثير دزهاي مختلف ارويدادها تحتزايي گياه مؤثرند و اين زايي و اندامها در شكلكسينا

 غلظت. سازندپذير ميها را امكان جوانه رشدآغاز كسين در حضور سيتوكنين ضعيف اهاي غلظت. گيرندمي

تركيبات سنتتيك خالص . آيندكند درمي رشدكند و به حالت اوليه را متوقف مي رشدهاي بالاتر، نمو اين 

توان آنها را مي ايندول استيك اسيدكه به علت دارا بودن خواص فيزيولوژيكي مشابه  ياري وجود دارندبس

توان آنها را به پنج اند ولي براي آساني كار ميهاي سنتتيك از لحاظ شيميايي گوناگونكسينا. اكسين ناميد

وكسي اسيدها، بنزوئيك اسيدها و ايندول اسيدها، نفتالين اسيدها، كلروفن: بندي كردگروه اصلي تقسيم

  .مشتقات پيكواسيد

  هاسيتوكنين 2- 2-12

 PBAو  BA ،2ip ،Zeaروند؛ كينتين، براي تحريك رشد و نمو، به كار مي ها غالباًسيتوكنين

ها به ويژه اگر توأم با يك اكسين اضافه شوند، باعث تحريك تقسيم سلولي اين هورمون. استفاده متداول دارند

. شودمعمولاً از تشكيل ريشه ممانعت ميشوند، اما هاي بالا باعث تشكيل ساقه نابجا ميدر غلظت. شوندمي

اثرات . شوندمي افتادگي پيريل ساقه نابجا و عقبآنها از طريق كم كردن چيرگي انتهايي باعث تحريك تشكي

زايي و ها، ريشهها و اندامشدن سلول ها، بزرگتقسيم سلولي و تشكيل اندام: ها شاملفيزيولوژيكي سيتوكنين

رشد ريشه، نمو جوانه و ساقه و چيرگي رأسي، تأخير در پيري و تحريك انتقال مواد غذايي و مواد آلي و رشد 

  . باشدها ميميوه

ها عامل اصلي در ها و سيتوكنينكسينكشت از جمله ا كننده رشد گياهي در محيطغلظت مواد تنظيم

ها بايد ابتدا توليد نمونه در بسياري از موارد ريز. باشنديند ميبافت و هدايت اين فرآ كشت تعيين شروع عمل

 آيدها كه اساس باززايي هستند بوجود ميها و نيز ساقهكالوس نمايند كه پس از آن امكان توليد جنين

شود و بالعكس ي ميزايموجب ريشه كسين و سيتوكينينسطح بالاي ا .)1382خانيكي، فرشادفر و بخشي(

س و ايوان( شودزايي ميها موجب كالوسزايي و سطح ميانه از اين هورمونسطح پايين آن موجب ساقه

اي رشد براي باززايي سيب هكنندههاي اپتيمم تنظيمنتايج بسيار استانداردي از غلظت). 1981، همكاران

؛ دوبرانزكي و 1982الوواليا، ( مده استزميني و در طي آن پيشرفت زيادي براي القاي كالوس بدست آ

؛ شيرين و 2003؛ ياسمين و همكاران، 2003؛ خاتن و همكاران، 2000؛ فيگرت و همكاران، 1999همكاران، 

بافت مريستم  را بر كشت D-2,4هاي مختلف اثر غلظت) 1387( رستمي و همكاران). 2007همكاران، 

همچنين . مشاهده شد D-2,4گرم در ليتر ميلي 2در غلظت  زايي بهينهكالوس. زميني بررسي كردندسيب

اثر  )2009( هاكوئه و همكاران. بدست آمد D-2,4گرم در ليتر ميلي5/1زايي در محيط حاوي بيشترين اندم

طول و وزن  .س بررسي كردندرا بر روي طول و وزن كالو Kinو  D-2,4هاي رشد كنندهمتقابل بين تنظيم 

ليتر  رم درگميلي 25/0و  D-2,4ليتر  گرم درميلي1ها در محيط حاوي ونهريزنمونه برگ بهتر از بقيه ريزنم


