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زميني هاي رشد بر القاءكالوس گياه سيبتاثير شرايط رشد ريز نمونه و تنظيم كننده
)Solanum tuberosum L.( 

  معصومه عامريان
  كرمانشاه، دانشگاه رازي، دانشكده كشاورزي سنقرايران، 

  1/11/96 :تاريخ پذيرش  14/6/95:تاريخ دريافت

  چكيده
و  كشاورزي محصولات بهنژادي منظورب ژنتيكي تنوع ايجاد براي مفيدي بزارا عنوانب گياهي بافت كشت هايتكنيك امروزه

 درو باززايي  زاييوسكال بر مؤثر روش يك ارائه پژوهش اين از هدف .روندمي كار به ويروس از عاري گياهان توليد همچنين

در اين  .شد اجرا تكرار 3 با تصادفي كاملاً پايه طرح قالب در فاكتوريل آزمايش بصورت تحقيق اين .باشدمي زمينيسيب گياه
روي محيط ) ارفونام، آگريا و سانته(زميني سه رقم سيب) برگ و غده ،ساقه(هاي مختلف ريزنمونه ،كالوسمنظور ايجاد تحقيق ب
) 2-4,D( ،NAA)( dichlorophenoxyacetic acid -2,4 هاي مختلفحاوي غلظت) MS( موراشيك و اسكوگ كشت

Naphthaleneacetic acid، (IAA) Indole-3-acetic acid ،Indole-3-butyricacid (IBA) همراه و پيكلورام بتنهايي و ب
هاي با غلظت D,4-2گرم در ليتر ميلي 2حاوي  MS محيط كشت. قرار داده شدند 6-Benzylaminopurine (BAP)كينتين و 

زميني به محيط كشت القاء سيبسه رقم واكنش  .زايي انتخاب شدندكالوسهاي كشت عنوان بهترين محيطمختلف كينتين ب
هاي كشت كليه محيط رزايي را دكالوسكمترين ميزان  سانتهمتفاوت بود بدين صورت كه رقم مارفونا بيشترين و رقم  لوسكا

گرم در ليتر ميلي 5/0و  D,4-2گرم در ليتر ميلي 3حاوي  MSطور مطلوب روي محيط كشت ها بكالوس. داشتند كالوسالقاء 
  . دار شدندريشه IBA گرم در ليتريميل 2اسيد جيبرليك باززا و در محيط حاوي 

  ، كشت بافت و كينتينكالوسزميني، سيب، D,4-2: كليدي هايواژه

  Masoomehamerian@yahoo.com: ، پست الكترونيكي09183377466: نويسنده مسئول، تلفن

  مقدمه
بعد از گندم، برنج و  ممه زراعي گياهچهارمين  زمينيسيب

 سال عنوانب 2008 سال نامگذاري. است جهان درذرت 

 محصول اين بيانگر اهميت ملل سازمان توسط زمينيسيب

 مردم از بسياري غذاي اصلي اكنون هم كه باشدمي زراعي

 انواع از غني زميني يك منبعسيب .)16( است دنيا

  ).25( باشدمي هاويتامين و هاپروتئين ها،كربوهيدرات

 هايفزايش جمعيت جهان و كاهش منابع توليد فرآوردها
گياهي و دامي در جهان يك مشكل جدي و اساسي است 

هاي اخير به اين فكر ترغيب نموده دانشمندان را در دهه كه
هاي جديد در حفظ محيط زيست و استفاده از شيوه تا با

بيشتر  بنيادي در طبيعت، دست به توليد بهتر و عدم تغيير
هاي مدرن، يكي از اين روش. گياهي بزنند محصولات

هاي گياهي است كه كشت سلول و بافت استفاده از فناوري
نسبت به تكثير گياهان مختلف اعم از  تواناز اين طريق مي

علاوه بر . كشاورزي اقدام نمود صنعتي، دارويي، مرتعي و
فظ بستر مناسبي جهت ح توانداين، كشت بافت گياهي مي

مادري و يا درحال  هايها و ژنوتيپو نگهداري گونه
پلاسم محسوب  انقراض طبيعت بعنوان منابع با ارزش ژرم

گياهي طي  هايهمچنين فناوري كشت سلول و بافت. شود
در  اي توسعه يافته كه هم اكنونهاي اخير به گونهسال
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 هايهاي مطلوب بويژه ژنسطح گسترده براي انتقال ژن
هاي گياهي، نده مقاومت نسبت به آفات و بيماريايجادكن
ه بديهي است اصلاح گياهان ب. گيردياستفاده قرار م مورد
گير بودن در بسياري از موارد سنتي، علاوه بر وقت روش

نيست در حاليكه فناوري جديد كشت سلول و  امكان پذير
راه را بخوبي هموار ساخته و به پيش  بافت گياهي، اين

هاي نوين از جمله روش يتوسعهدر واقع  .)2( بردمي
هاي پيشرفتمنجر به هاي اخير كشت بافت گياهي در سال

هاي متداول روش. كشاورزي شده است يزيادي در زمينه
با بسياري از مشكلات و ) تلاقي و انتخاب(اصلاح نباتات 

هاي نوين كشت بافت بكارگيري روش. موانع مواجه است
اي مرسوم در اين راستا نويد بخش هبعنوان مكمل روش
هاي اي كه امروزه علاقمندي به تكنيكبوده است، به گونه

- كشت بافت و توانايي آن در اصلاح و بهبودي گياهان به

  . )8( صورت يك موضوع جهاني در آمده است

درون  هايروي كشت ال گذشته تحقيقات زياديس 20طي 
 هاي زياديو روش زميني انجام شده استاي سيبشيشه

زايي و نتايج بدست آمده در اندامي همهاما پيشنهاد شده 
كشت بافت البته  .)9( نبوده است آميز زايي موفقجنين

بعنوان يك ابزار قابل عرضه براي تكثير و تنوع ژنتيكي 
تواند در كه ميزميني مفيد شناخته شده است محصول سيب

ايفا كند  زميني نقش مهمي راهاي اصلاحي سيببرنامه
ها مانند برگ، در بسياري از ريزنمونه كالوسالقاء ). 28(

انجام  با موفقيت زمينيي سيبغدهساقه و ميانگره، گره، 
ميزان هاي رشد، نوع و غلظت تنظيم كننده .)20(شده است 

داري شرايط نگه، ژنوتيپ، نوع ريز نمونه و ساكارز
، 15(باشد ار ميگذ زايي تاثيركالوسها بر ميزان نهوزيرنم

   ).20و  16

زميني از مهمترين محصولات غذايي انساني است و سيب
بدليل . باشداي برخوردار مياز اهميت اقتصادي ويژه

اهميت اين محصول بهينه سازي سيستم كشت بافت و 
زميني در كشت گياه سيب. انتقال ژن به آن ضروري است

براي بهبود ي مناسبي تواند زمينهشرايط محيط كشت مي
تاكنون گزارشاتي در . زميني را فراهم نمايدژنتيكي سيب
-هاي مختلف سيبزايي و بازايي گياه از بافتزمينه كالوس

يابي به يك سيستم توليد دست. زميني ارائه شده است
شاخساره در انجام مطالعات مهندسي ژنتيك بر كالوس و 

قش روي گياهان اولين اقدام ضروري است در نتيجه ن
زايي و باززايي شاخساره از قطعات برگ، افزايش كالوس
توجه به . اهميت بسياري دارد زمينيي سيبساقه و غده

) 2009(و همكاران  Abd Elaleemنتايج بدست آمده توسط
 3حاوي  MSبيشترين ميزان تشكيل كالوس از محيط 

 BAPگرم بر ليتر ميلي 2همراه با  D,4-2گرم بر ليتر ميلي
گرم بر ليتر ميلي 5حاوي  MSمحيط كشت . آمدبدست 

TDZ )Thidiazenon (بهترين محيط كشت باززايي بود .
- ميلي 5هاي باززا شده در محيط ريشه زايي حاوي كالوس

هاي در نهايت گياهچه. دار شدندريشه IBAگرم بر ليتر 
دار شده پس از سازگاري به محيط گلخانه منتقل ريشه

همكاران  و Kumlay & Ercisliتحقيقات). 6(شدند 
نشان داد كه ميزان توليد كالوس در ريزنمونه هاي ) 2015(

زايي در بيشترين درصد كالوس. ساقه بيشتر از برگ بود
 2و  BAPگرم بر ليتر ميلي 3حاوي  MSمحيط كشت 

 MSمحيط كشت . بدست آمد NAAگرم بر ليتر ميلي
گرم بر ميلي 25/0همراه با  BAPگرم بر ليتر ميلي 2حاوي 

). 21(بيشترين درصد باززايي مشاهده شد  GA3ليتر 
Khalafalla  تشكيل كالوس را از % 100) 2010(و همكاران
 1زميني در محيط كشت حاوي هاي غده سيبريز نمونه

ها روي كالوس. بدست آوردند D,4-2گرم بر ليتر ميلي
بيشترين  TDZگرم بر ليتر ميلي 5حاوي  MSمحيط كشت 

دار شدن در محيط كشت ريشه. داد شاخه را توليد كردندتع
MS  گرم بر ليتر ميلي 1حاويIBA صورت گرفت .

دار شده بعد از رشد كافي و سازگار هاي ريشهگياهچه
شدن به شرايط آرمايشگاهي به گلخانه منتقل شدند و 

با توجه به نتايج ). 18(ها رشد نرمال داشتند گياهچه
هاي نوع ريز نمونه، نوع هورمونتحقيقات انجام شده 
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رشدي و غلظت آنها بر ميزان كالوس زايي تاثير زيادي 
زميني تحقيقات زيادي در ارتباط با كشت بافت سيب .دارند

انجام شده است اما تاكنون پژوهشي با اين وسعت انجام 
هاي گياهي اكسين و نشده است كه همزمان تاثير هورمون

لذا در . ن مورد بررسي قرار گرددزايي آسيتوكنين بر كالوس
جهت بررسي ميزان  يهورموني متفاوت اين تحقيق غلظت

 3هاي ساقه، برگ و غده در زايي قطعات ريزنمونهكالوس
 زمينياز ارقام مهم زراعي سيب سانتهرقم آگريا، مارفونا و 

 انداي رشد يافتهاي وگلخانهكه در شرايط درون شيشه
اين ارقام مورد  زاييكالوس شتسازي محيط كجهت بهينه

درنتيجه با استفاده از آن بتوان بعنوان . بررسي قرار گرفت
يك الگو در مطالعات كشت بافت و انتقال ژن در اين ارقام 

  . اقدام نمود

  مواد و روشها
زميني آگريا، هاي سه رقم سيبغده: تهيه مواد گياهي

پياز كرج زميني و از مركز تحقيقات سيب سانتهمارفونا و 

غده از هر رقم در شرايط گلخانه  10تعداد . تهيه گرديدند
 25طول و قطر هاي بهاي هوايي در گلداناندامبراي توليد 

متري حاوي نسبت مساوي خاك زراعي، كود دامي سانتي
  . پوسيده و ماسه كاشته شدند

 MSهاي كشت بافت، از محيط كشت پايه جهت آزمايش
 8/5هاي تهيه شده سيديته همه محيطا. )22( استفاده گرديد

نرمال قبل  1/0بود كه با سود يك نرمال و اسيدكلريدريك 
براي محيط كشت ) آگار - آگار% 8/0(از اضافه كردن آگار 

جامد، و قبل از اتوكلاو كردن براي محيط كشت مايع، 
درجه سانتيگراد و  25±2ها در دماي نمونه. تنظيم گرديد

با استفاده از لامپ فلورسنت  ساعت فتوپريود 16تحت 
  .داري شدندسفيد نگه

هاي مختلف در اين آزمايش از ريزنمونه: ايجاد كالوس
زميني رشد يافته در و غده گياهان سيب شامل ساقه، برگ

 ).1شكل (اي و گلخانه استفاده گرديد شرايط درون شيشه

  
  

  )سمت چپ(و گلخانه ) سمت راست(اي شهزميني رشد كرده در شرايط درون شيگياه سيب -1شكل 

چهار ماه : ايجاد كالوس از گياهان رشد كرده در گلخانه
هاي ساقه و برگ از گياهان در ها، اندامپس از كشت غده

حال رشد در گلخانه برداشت گرديدند و بهمراه تعدادي از 
هاي كشت نشده جهت رفع گرد و غبار موجود در غده

ها قبلاً توسط غده. شسته شدند ها با آب شهريسطح آن
يك برس كاملاً تميز زير آب شسته و پوست كن شده 

ها سپس در محلول حاوي دو قطره مايع نمونه. بودند
. دقيقه قرار داده و با آب شسته شدند 5ظرفشويي بمدت 

ها از محلول هيپوكلريت بمنظور ضدعفوني نمودن نمونه
 5/2و  2، 1ظت به غل) درصد 5سفيدكننده تجاري (سديم 

، ساقه )دقيقه 15(هاي برگ ترتيب براي ريزنمونهدرصد به
دنبال آن استفاده گرديد كه به) دقيقه 30(و غده ) دقيقه 15(

بلافاصله چهار بار توسط آب مقطر استريل و هر بار بمدت 
دقيقه جهت زدودن هيپوكلريت سديم شستشو داده  5

  . شدند

سه رقم بطريقي كه قبلاً هاي آماده كشت از هر ريزنمونه
شرح داده شد، در داخل هود با استفاده از اسكالپل و پنس 

، )هاي ساقهريزنمونه(متر سانتي 1- 5/1استريل، به قطعات 
متر ميلي 5×5/7و ) هاي برگريزنمونه(متر سانتي 1×1
قطعه از هر  4تقسيم گرديدند و ) هاي غدهريزنمونه(

Sante Marfona Agria 
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ي محيط كشت جامد با ديش و روريزنمونه در يك پتري
) ، مرحله مقدماتي1جدول (تركيبات هورموني مختلف 

پس از مسدود نمودن . براي تشكيل كالوس قرار داده شدند

همراه هاي كشت بها با پارافيلم، محيطديشمجدد پتري
هاي كشت شده به اتاقك رشد با شرايطي كه قبلاً ريزنمونه

 . گفته شد منتقل گرديدند

  *رهاي هورموني اعمال شده در مرحله مقدماتي آزمايشتيما -1جدول 
  هاي رشدغلظت تنظيم كننده تيمار

  D-2,4گرم در ليتر ميلي 5/2و  2، 5/1، 1  1
  گرم در ليتر كينتينميلي 1و  D  +4/0 ،6/0 ،8/0-2,4گرم در ليتر ميلي 2  2
   BAPر گرم در ليتميلي 1و  D  +2/0 ،4/0 ،5/0-2,4گرم در ليتر ميلي 2  3
  NAAگرم در ليتر ميلي BAP  +2گرم در ليتر ميلي 5/0  4
 IAAگرم در ليتر ميلي BAP  +2گرم در ليتر ميلي 5/0  5

  گرم در ليتر پيكلورامميلي BAP  +2گرم در ليتر ميلي 5/0  6
  NAAگرم در ليتر ميلي 2+ گرم در ليتر كينتينميلي 5/0  7
  IAAگرم در ليتر ميلي2+گرم در ليتر كينتينميلي5/0 8
  گرم در ليتر پيكلورامميلي 2+ گرم در ليتر كينتين ميلي 5/0  9

  .كار برده شدندبه MSهاي هورموني در محيط كشت پايه كليه غلظت: *                                  
-هاي توليد شده در اطراف ريزنمونههفته، كالوس 3پس از 

با  MSجدا و روي محيط كشت  هاي برگ، ساقه و غده
  . همان تركيب هورموني واكشت شدند

: ايهاي گياهان درون شيشهايجاد كالوس از ريزنمونه
 MSاي ابتدا محيط كشت براي توليد گياهان درون شيشه

گرم آگار بدون تنظيم كننده  8گرم ساكارز و  30حاوي 
. دار توزيع گرديدرشد تهيه و در ظروف استريل درب

قطعاتي از ساقه گياهاني كه در گلخانه رشد يافته سپس 
متر همراه با يك جوانه جانبي جدا و سانتي 1طول ، ببودند

دقيقه ضدعفوني  15سديم بمدت درصد هيپوكلريت 2در 
. بار با آب مقطر استريل شستشو داده شدند 3گرديدند و 

ها هاي مرده، ريزنمونهپس از برش و جدا كردن بافت
الذكر هاي كشت فوقه به ظروف حاوي محيطبعنوان قلم

ريزنمونه در هر ظرف كشت گرديدند  4. انتقال داده شدند
درجه سانتيگراد و  24و همه ظروف در اتاق رشد با دماي 

هفته، از  3پس از . داري شدندساعت نگه 16فتوپريود 
هايي رشد نمود كه براي ها، شاخههاي جانبي قلمهجوانه

ها قلمه تهيه گرديد و به اهچه، مجدداً از آنافزايش تعداد گي
  . منتقل شد MS 2/1محيط كشت 

هاي مختلف گياهان رشد يافته در ماه، از اندام 1پس از 
بمنظور ايجاد كالوس ) ساقه و برگ(اي شرايط درون شيشه

ساقه و برگ اين گياهان نيازي به استريل . استفاده گرديد
ين گياهان به هود منتقل هاي حاوي اكردن نداشتند و شيشه

شده و در داخل هود با استفاده از اسكالپل و پنس استريل 
- ميلي 3- 4طول هاي از ساقه و برگ اين گياهان بريزنمونه

-ريزنمونه(متري ميلي 3×3و ) هاي ساقهريزنمونه(متري 

قطعه از هر ريزنمونه در  10الي  8. تهيه گرديد) هاي برگ
شت جامد با تركيبات ديش و روي محيط كيك پتري

براي تشكيل ) ، مرحله مقدماتي1جدول (هورموني مختلف 
- پس از مسدود نمودن مجدد پتري. كالوس قرار داده شدند

هاي همراه ريزنمونههاي كشت بها با پارافيلم، محيطديش
كشت شده به اتاقك رشد با شرايطي كه قبلاً گفته شد، 

  . منتقل گرديدند

تيمار هورموني از طريق  9هر  ميزان تشكيل كالوس در
اي و درون هفته در گياهان گلخانه 6مشاهدات عيني طي 

اي مورد بررسي قرار گرفت و فقط نتايج بهترين شيشه
تيمارهاي هورموني و ريزنمونه در ايجاد كالوس مورد 

  . تجزيه آماري واقع شدند
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صورت ها بهدر مرحله دوم آزمايش توليد كالوس، آزمايش
تكرار اجرا  4ل در قالب طرح كاملاً تصادفي و در فاكتوري

و تركيب هورموني ) سطح 3در (ها اثر رقم شدند كه در آن
در  2و  1سطح براي هر يك از تيمارهاي هورموني  4در (

زايي مورد مطالعه قرار روي درصد كالوس) 1جدول 
ها نيز با استفاده از نرم افزار تجزيه و تحليل داده .گرفت

)1/9 (SAS ها از انجام شد و براي مقايسه ميانگين داده
  .استفاده شد) P≤0.05(اي دانكن آزمون چند دامنه

هاي حاصل از ريز كالوس( هاييكالوس: باززايي گياه
زايي با تركيب كالوسكه روي محيط  )هاي ساقهنمونه

 8/0و  4/0و  D-2,4گرم در ليتر ميلي 5/2و  5/1هورموني 
 D-2,4گرم در ليتر ميلي 2ر كينتين همراه با گرم در ليتميلي

) 2 جدول(هاي مختلف باززايي قرار داشتند روي محيط
 .منتقل شدند

  *هاي كشت باززاييتيمارهاي هورموني استفاده شده در محيط -2جدول 
 غلظت و نوع هورمون  تيمار

  گرم در ليتر جيبرليك اسيدميلي BAP  +3/0گرم در ليتر ميلي 2  1
  گرم در ليتر جيبرليك اسيدميلي BAP  +5/0گرم در ليتر ميلي 3  2
  NAAگرم در ليتر ميلي 15/0+ گرم در ليتر جيبرليك اسيد ميلي BAP  +02/0گرم در ليتر ميلي 2  3
  جيبرليك اسيد گرم در ليترميلي BAP  +4/0گرم در ليتر ميلي 4/0+ گرم در ليتر كينتين ميلي IAA  +8/0گرم در ليتر ميلي 4/0  4
 NAAگرم در ليتر ميلي BAP  +186/0گرم در ليتر ميلي 25/2  5

  .كار برده شدندبه MSي هاي هورموني در محيط كشت پايهكليه غلظت: *          

  نتايج
زايي با شمارش تعداد درصد كالوس: كالوسايجاد 
هايي كه كالوس توليد كرده بودند نسبت به كل ريزنمونه
ريزنمونه  8اي و ريزنمونه در گياهان گلخانه 4(ها نهريزنمو

دليل توليد كالوس كمتر روي اي بهدر گياهان درون شيشه
اي و خشك شدن بيشتر هاي گياهان درون شيشهريزنمونه

زايي نسبت به ها روي محيط كشت كالوساين ريزنمونه
با توجه به . محاسبه گرديد) ايهاي گياهان گلخانهريزنمونه

مشاهدات اوليه، از بين تركيبات هورموني فوق فقط 
مرحله مقدماتي با ريزنمونه  1از جدول  2و  1تركيبات 

  . زايي موفق بودندساقه در كالوس

در : ايزايي در ساقه گياهان درون شيشهكالوسميزان 
اي بعد از هاي ساقه گياهان درون شيشهتمامي ريزنمونه

اوي تيمارهاي هاي كشت حروز روي محيط 10–15
  .مشاهده شد كالوس) 1جدول ( 2و  1هورموني 

از نظر درصد تشكيل  3نتايج تجزيه واريانس جدول 
اي روي هاي ساقه گياهان درون شيشهاز ريزنمونه كالوس

نشان داد كه  D-2,4هاي مختلف محيط كشت حاوي غلظت
روي %) 1در سطح (داري رقم و سطح هورمون اثر معني

اثر متقابل اين دو فاكتور روي ميزان . اشتندد كالوستشكيل 
 . دار نبودمعني كالوستشكيل 

  ايزميني رشد يافته در شرايط درون شيشههاي ساقه سه رقم سيبزايي از ريزنمونهنتايج تجزيه واريانس درصد كالوس -3جدول 
  ميانگين مربعات  

  )2تيمار هورموني (درصد تشكيل كالوس   )1ونيتيمار هورم(درصد تشكيل كالوس درجه آزادي  منابع تغييرات
  6/24**  3/58** 2  رقم

  8/27**  4/40** 3  سطح هورمون
  ns7/0  **45 6  سطح هورمون × رقم

  1/1  5/3  36  اشتباه آزمايش
  دار،و تفاوت غير معني% 1دار در سطح احتمالبترتيب تفاوت معني: nsو **       
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بود كه  كالوسدرصد تشكيل  رقم مارفونا داراي بيشترين
داراي  سانتهداري با رقم آگريا نشان نداد و اختلاف معني

 .)3شكل ( بود كالوسكمترين درصد تشكيل 

  
زميني در زايي سه رقم سيبتاثير رقم بر درصد كالوس -3شكل 

 ))P≤0.05(اي دانكن آزمون چند دامنه(اي شرايط درون شيشه

 D-2,4هاي مختلف در تركيب هورموني حاوي غلظت
گرم در ميلي 5/2در تيمار  كالوسبيشترين ميزان تشكيل 

 1داري با تيمار كه اختلاف معني مشاهده شد D-2,4ليتر 
گرم ميلي 2نداشت و كمترين آن از  D-2,4گرم در ليتر ميلي

داري با تيمار بدست آمد كه اختلاف معني D-2,4در ليتر 
و  4 هايشكل( ان ندادنش D-2,4گرم در ليتر ميلي 5/1

10( . 

  
- اي سيبدرصد تشكيل كالوس از ساقه گياهان درون شيشه -4شكل 

اي دانكن آزمون چند دامنه( D-2,4غلظت مختلف  4زميني در حضور 
)P≤0.05((  

درصد تشكيل كالوس از ) 3جدول (نتايج تجزيه واريانس 
اي روي محيط هاي ساقه گياهان درون شيشهريزنمونه
نشان داد هاي مختلف كينتين و غلظت D-2,4اوي كشت ح

دار ها اثر معنيرقم، سطح هورمون و اثر متقابل آن كه
اثر متقابل رقم و . داشتند كالوسروي تشكيل  )%1سطح (

و  4/0سطح هورمون نشان داد كه مارفونا در محيط حاوي 
گرم ميلي 4/0با  سانتهگرم در ليتر كينتين و رقم ميلي 8/0

هستند كه  كالوسر كينتين داراي بيشترين درصد در ليت
درصد بود و اختلاف  100ها در آن كالوسميزان تشكيل 

گرم در ليتر كينتين ميلي 1داري را با رقم مارفونا و معني
گرم در ليتر ميلي 6/0و  هسانتدرحاليكه رقم . نشان ندادند

بود كه اختلاف  كالوسكينتين داراي كمترين ميزان درصد 
گرم در ليتر ميلي 6/0و  1داري در با رقم آگريا با نيمع

  ). 11و  5 هايشكل(كينتين نشان نداد 

  
اي ي گياهان درون شيشهدرصد تشكيل كالوس از ساقه -5شكل 

ميلي گرم در  2غلظت مختلف كينتين همراه با  4زميني در حضور سيب
  ))P≤0.05(اي دانكن آزمون چند دامنه( D-2,4ليتر 

در تمامي : ايزايي در ساقه گياهان گلخانهكالوسن ميزا
روز  20- 15اي بعد از هاي ساقه گياهان گلخانهريزنمونه

 2و  1هاي كشت حاوي تيمارهاي هورموني روي محيط
  .مشاهده گرديد كالوس، )1جدول (

رقم و سطح ) 4جدول (براساس نتايج تجزيه واريانس 
بر ميزان ) درصد 1در سطح (داري هورمون اثر معني

اي در هاي ساقه گياهان گلخانهاز ريزنمونه كالوستشكيل 
اثر . داشتند D-2,4هاي مختلف محيط كشت حاوي غلظت

  كالوسمتقابل رقم و سطح هورمون بر ميزان تشكيل 
  . دار نبودمعني

b 

a 

ab 

bc 
c 

a 
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  در شرايط گلخانهزميني رشد كرده زايي ريزنمونه ساقه ارقام سيبنتايج تجزيه واريانس درصد كالوس -4جدول 

  ميانگين مربعات    
  )2تيمار هورموني (درصد تشكيل كالوس   )1تيمار هورموني (درصد تشكيل كالوس   درجه آزادي  منابع تغييرات

  4/13**   9/43**  2  رقم
  1/25**   8/23**  3  سطح هورمون

  ns 5/0  ns 2  6  سطح هورمون × رقم
  2  2/4  36  اشتباه آزمايش

  دارو تفاوت غير معني% 1دار در سطح احتمالتيب تفاوت معنيبتر: nsو **      
رقم مارفونا داراي بيشترين درصد تشكيل كالوس بود كه 

 سانتهداري با رقم آگريا نشان نداد و رقم اختلاف معني
-هم). 6شكل (داراي كمترين درصد تشكيل كالوس بود 

داراي بيشترين  D-2,4گرم در ليتر ميلي 5/1چنين غلظت 
-ميلي 1داري با ميزان تشكيل كالوس بود كه اختلاف معني

گرم در ليتر ميلي 5/2غلظت . نشان نداد D-2,4گرم در ليتر 
2,4-D  داراي كمترين ميزان تشكيل كالوس بود كه اختلاف
مشاهده نشد  D-2,4گرم در ليتر ميلي 2داري با معني

  ). 10و  7 هايشكل(

  
زميني در سطوح سه رقم سيبدرصد تشكيل كالوس در  -6شكل 

  ))P≤0.05(اي دانكن آزمون چند دامنه( D-2,4مختلف 

رقم و سطح هورمون ) 4جدول (طبق نتايج تجزيه واريانس 
روي ميزان تشكيل ) درصد 1در سطح (داري اثر معني

اي در محيط هاي ساقه گياهان گلخانهكالوس از ريزنمونه
تلف كينتين هاي مخعلاوه غلظتبه D-2,4كشت حاوي 

اثر متقابل بين رقم و سطح هورمون بر ميزان . داشتند
  .دار نبودتشكيل كالوس معني

-هاي مارفونا و سانته بهها نشان داد كه رقممقايسه ميانگين

ترتيب داراي بيشترين و كمترين درصد تشكيل كالوس 

داري با رقم آگريا نشان بودند كه رقم مارفونا اختلاف معني
 ). 8شكل (نداد 

  
زميني اي سيبدرصد تشكيل كالوس از ساقه گياهان گلخانه -7شكل 

اي دانكن آزمون چند دامنه( D-2,4غلظت مختلف  4در حضور 
)P≤0.05((  

  
زميني در سطوح درصد تشكيل كالوس در سه رقم سيب -8شكل 

- آزمون چند دامنه( D-2,4گرم بر ليتر ميلي 2مختلف كينتين همراه با 

  ))P≤0.05(اي دانكن 

 8/0بيشترين درصد تشكيل كالوس در تيمار هورموني 
داري گرم در ليتر كينتين مشاهده شد كه اختلاف معنيميلي

گرم در ليتر كينتين نشان نداد و كمترين آن در ميلي 4/0با 

b 

a 

b 

b 
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 1داري با گرم در ليتر كينتين بود كه اختلاف معنيميلي 6/0
  ). 11و  9هاي شكل(رم در ليتر كينتين نداشت گميلي

زميني در سطوح درصد تشكيل كالوس در ساقه گياه سيب -9شكل 
- آزمون چند دامنه(D-2,4 گرم بر ليتر ميلي 2مختلف كينتين همراه با 

  ))P≤0.05(اي دانكن 

زايي در محيط كالوسهايي كه روي محيط كالوس: باززايي
-2,4گرم در ليتر ميلي 5/2و  5/1جامد با تركيب هورموني 

D  گرم در ميلي 2گرم در ليتر كينتين همراه با ميلي 8/0و
قرار داشتند روي هيچيك از تركيبات هورموني  D-2,4ليتر 

هاي توليد شده از كالوسباززايي شاخه توليد نكردند، اما 
 2گرم در ليتر كينتين همراه با ميلي 4/0تيمار هورموني 

 3روي محيط كشت باززايي حاوي  D-2,4ليتر  گرم درميلي
گرم در ليتر اسيد ميلي 5/0و  BAPگرم در ليتر ميلي

هفته شاخه توليد كردند كه در برخي  6جيبرليك پس از 

با توجه به اينكه  ).12 شكل(تكرارها ريشه نيز ديده شد 
- ميلي 3توليد شاخه فقط روي محيط كشت باززايي حاوي 

گرم در ليتر اسيد جيبرليك ميلي 5/0و  BAPگرم در ليتر 
) 2جدول (صورت گرفت و در بقيه تيمارهاي هورموني 

باززايي مشاهده نشد درنتيجه امكان تجزيه آماري درصد 
) آگريا، سانته و مارفونا(زميني باززايي در هر سه رقم سيب

  .امكان پذير نبود و فقط نتايج باززايي گزارش شد

هفته كه  6هر سه رقم پس از ر دهاي باززايي شده گياهچه
-هاي ريشهمتر بود به محيطسانتي 2ها تقريباً طول شاخه

گرم بر ميلي IBA )2 ،5/2  .3حاوي سطوح مختلف زايي 
گرم در ميلي 2منتقل شدند و فقط در محيط حاوي ) ليتر

  ). 13 شكل(زايي صورت گرفت ريشه IBAليتر 

حاوي ماسه  هايدار شده به گلدانهاي ريشهگياهچه
دو . ندداري شداستريل منتقل و در شرايط اتاق رشد نگه

طور طبيعي به رشد خود ادامه هفته بعد در شرايطي كه ب
هاي حاوي خاك باغچه استريل انتقال دادند به گلدانمي

طور ها در اين مرحله بگياهچه). 14شكل (داده شدند 
  . مطلوبي به رشد طبيعي خود ادامه دادند

  
 

: سمت راست-گياهان رشد كرده در شرايط گلخانه: سمت چپ( D-2,4گرم بر ليتر ميلي 5/2حاوي  MSزايي در محيط كشت كالوس -10شكل 
  آگريا: Cسانته و : B. مارفونا: A) .ايگياهان رشد كرده در شرايط درون شيشه

  
 

گياهان رشد كرده : سمت چپ(گرم بر ليتر كينيتن ميلي 8/0در تركيب با  D-2,4تر گرم بر ليميلي 2حاوي  MSزايي در محيط كشت كالوس -11شكل 
  آگريا: Cسانته و : B. مارفونا: A).ايگياهان رشد كرده در شرايط درون شيشه: سمت راست -در شرايط گلخانه

a 

b

a 

b 

A B C 

A B C 
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هفته پس از  6گرم در ليتر اسيد جيبرليك ميلي 5/0و  BAPگرم در ليتر ميلي 3زميني باززايي شده در محيط كشت حاويسه رقم سيب -12شكل 
  سانته: Cآگريا و : Bمارفونا، : A. كشت

  
  سانته: Cمارفونا و : B. آگريا: A. هفته 4پس از  IBAگرم در ليتر ميلي 2زايي حاوي ها در محيط ريشهرشد گياهچه -13شكل 

  
  

  سانته: Cمارفونا و  :B. آگريا: A. ها به خاكانتقال گياهچه - 14شكل 

  بحث
-زايي از ريز نمونهبا توجه به مشاهدات عيني ميزان كالوس

چنين بيشتر هم. ساقه بيشتر از برگ و غده بودهاي 
شدند ي برگ و غده روي محيط كشت خشك هاريزنمونه
شدند بافت ها توليد ميهايي كه از اين ريز نمونهو كالوس

كه قبلا ذكر گرديد براي لذا همانطور . برم و آبكي داشتند
و از  هاي ساقه در هر سه رقمادامه آزمايشات از ريزنمونه

  .استفاده شد )1جدول ( 2و  1تيمارهاي هورموني 

زايي گياهان كالوسطور كلي نتايج نشان داد كه درصد ب
اي است كه با نتايج اي بيشتر از گياهان گلخانهدرون شيشه
-در مورد سيب) 1995(و همكاران  Carputo آزمايشات

هاي دليل اينكه نمونهرسد بهبنظر مي. زميني مطابقت دارد
اي قبلاً در اين شرايط استفاده شده از گياهان درون شيشه
اند توانستند در توليد سازگار بوده و رشد مطلوبي داشته

موفقيت بيشتري نشان دهند از طرف ديگر اين  كالوس
اند كه خود بعنوان هها احتياج به ضدعفوني نداشتنمونه

اي استفاده در محيط درون شيشهزا جهت عاملي تنش
هاي كاربردي، جهت دستيابي به موفقيت. آيدحساب ميب

-هاي متعلق به يك گونه گياهي و نوع پاسخ آنبررسي رقم

شرايط . )11( هاي كشت بافت ضروري استها به سيستم
مؤثر در رشد ريزنمونه مورد استفاده يكي از فاكتورهاي 

و  16(اي است نوع پاسخ سلول گياه به شرايط درون شيشه
  .كه مطابق نتايج بدست آمده از اين تحقيق است) 17

A B C 

A C B
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هاي گياهان مختلف بسته به نوع ژنوتيپ خود پاسخ
مطالعات انجام . )4( دهندمتفاوتي به شرايط كشت بافت مي

شده روي گياهان مختلف وابستگي پاسخ گياه به ژنوتيپ 
رود بنابراين انتظار مي. كاملا مورد تاييد قرار داده استرا 

هاي مختلف در پاسخ به يك سيستم كشت بافت ژنوتيپ
هاي سه واكنش ريزنمونه. هاي متفاوتي نشان دهندواكنش

 2و  1تيمارهاي هورموني (رقم به تيمارهاي هورموني 
بيشترين درصد تشكيل  چنينمتفاوت بود، هم )1جدول 
مشاهده  سانتهقم مارفونا و كمترين آن در رقم در ر كالوس

ها است كه ن رقمتفاوت ژنتيكي بيشد كه اين بدليل 
Shamima  و )2003(و همكاران Iqbal  و همكاران

زايي ارقام كالوسبه نتايج مشابهي در بررسي ) 2016(
  .)16و  26( زميني دست يافتندمختلف سيب

در  كالوسالقاء هاي مختلفي جهت با توجه به اينكه روش
زميني وجود دارد ولي بطور كلي تفاوت اصلي گياه سيب

هاي رشد گياه تنظيم كنندهبين آنها مربوط به نوع و غلظت 
به  D-2,4كاربرد  ،طوريكه در تحقيق انجام شدهاست ب

ي گياه هاي ساقهتنهايي يا در تركيب با كينتين در ريز نمونه
داشت كه با  كالوسقاء رين تاثير را در التزميني بيشسيب
. )7( مطابقت دارد) 2007(و همكاران  Abdul Jaleel نتايج

بدون هورمون كينتين نشان داد كه وجود  كالوستشكيل 
ضروري نيست، اما كينتين سبب  كالوسكينتين براي توليد 

را  كالوسزايي شده و زمان تشكيل كالوسافزايش درصد 
 هايآزمايش چنين نتايجهم). 23و  5(دهد كاهش مي

Dhingramk  نشان داد كه بيشترين  )1991(و همكاران
زميني در هاي سيبدر ريزنمونه كالوسميزان تشكيل 

هاي كه با نتايج آزمايش يط كشت حاوي كينيتن استمح
هاي حاوي زايي در محيطكالوسحاضر كه بيشترين درصد 

بهترين  D-2,4هورمون . )12( قت داردكينتين بود، مطاب
-ايها و حتي دو لپهايدر تك لپه كالوسين براي القاء اكس

، كالوسبر زمان آغازش  D-2,4غلظت ). 16(باشد ها مي
تاثير گذار  كالوسو رنگ  كالوسزايي، بافت كالوسدرصد 
هاي مختلف اكسين و اثر علظت. )19و  18(است 

زميني در چند ژنوتيپ سيب كالوسسيتوكنين بر روي القاء 
و همكاران  Iqbal و) 2009(و همكاران  Andreea توسط

بر اساس . )16و  10( تمورد بررسي قرار گرف) 2016(
 5/0زايي در كالوسنتايج بدست آمده بيشترين درصد 

مشاهده  D-2,4گرم بر ليتر ميلي 1و  BAPگرم بر ليتر ميلي
) مترسانتي 1- 2(هاي ساقه ريزنمونهتشكيل كالوس از  .شد
با تركيب  MSروي محيط كشت  Cara  زمينيسيب رقم

گرم در ليتر ميلي IAA ،1گرم در ليتر ميلي 2/3هورموني 
روز  20پس از  D-2,4گرم در ليتر ميلي 5/0كينتين و 

القاء . )9( گزارش شده است) Ahloowalia )2004توسط 
 MSجامد زميني در محيط نيمهرقم سيب 7كالوس از 

و همكاران   Stevenميكرومول پيكلرام توسط 1-20حاوي 
) 1990(  TalوSabbah  .)27( صورت گرفت) 1990(

-هاي برگ گياه سيبريزنمونهاز  كالوسموفق به توليد 

گرم ميلي 5حاوي  MS در محيط كشت Desireزميني رقم 
 .)24( گرم در ليتر كينتين شدندميلي 5/0و  D-2,4در ليتر 

Dhingramk  ري پياميدي و شاه و) 1991(و همكاران
زميني را در محيط هاي سيبكالوسبيشترين رشد ) 1383(

 تحقيقات. )2و  12( كشت حاوي كينتين مشاهده كردند
Edriss  زمينيزايي سيبكالوسروي ) 1996(و همكاران 

كه استفاده از اكسين بالا سبب توليد كالوس شده  نشان داد
در محيط . نين در اين رابطه هيچ نقشي ندارديو سيتوك
توليد شاخه بدون تشكيل  ،نين به تنهايييسيتوك حاوي

غلظت كم اكسين و نيز غلظت . كالوس مشاهده گرديد
نين منجر به توليد گياه كامل از نوك مريستم يمتوسط سيتوك

 2(غلظت بالاي كينتين . شودبدون تشكيل كالوس مي
گرم در ميلي 01/0( NAAو غلظت كم ) گرم در ليترميلي
در حاليكه سطح بالاي . كنده توليد ميكالوس و شاخ) ليتر

BAP  و غلظت كمIBA  تشكيل كالوس را بدون تشكيل
  .)13( كندشاخه تحريك مي

هاي ساقه و تيمار هاي توليد شده از ريز نمونهكالوس
گرم ميلي 2گرم در ليتر كينتين همراه با ميلي 4/0هورموني 

گرم ميلي 3روي محيط كشت باززايي حاوي  D-2,4در ليتر 
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گرم در ليتر اسيد جيبرليك پس از ميلي 5/0و  BAPدر ليتر 
هفته شاخه توليد كردند كه در برخي تكرارها ريشه نيز  6

-رقم از سيب 11 ،)1995(و همكاران  Carputo. ديده شد

هاي رشد كرده در شرايط گلخانه را براي القاء زميني
وي ها رريزنمونه. زايي مورد بررسي قرار دادندكالوس

 5گرم در ليتر كينتين و ميلي 25/0حاوي  MSمحيط كشت 
هفته  4پس از . كالوس توليد كردند D-2,4گرم در ليتر ميلي

گرم ميلي 186/0ها به محيط كشت باززايي حاوي كالوس
 NAAدر ليتر

BAPگرم در ليتر ميلي 25/2و  
گرم ميلي 5و  

شاخه از باززايي  .)11( در ليتر اسيد جيبرليك منتقل شدند
  زمينيهاي سه رقم سيبها و دمبرگبرگ

)Posma, Folva, Oleva ( توسطHanson و همكاران 
ها از گياهان رشد كرده در ريزنمونه. بررسي گرديد) 1999(

  گلخانه تهيه و براي توليد كالوس روي محيط كشت

MS 2,4ميكرومول  05/9حاوي-D  ميكرومول  40وIBA 
راي باززايي به محيط كشت ها سپس بكالوس. كشت شدند

MS  جيبرليك و اسيد ميكرومول  28/2با تركيب هورموني
 و همكاران Khatun .)14( منتقل شدند BAPميكرومول  1
Diamantزميني رقم هاي سيبگرة گياهچهاز ميان) 2003(

  
اي براي توليد كالوس رشد يافته در شرايط درون شيشه
 MSجامد كشت نيمه استفاده كردند و باززايي روي محيط

، D-2,4هاي رشد شامل با تركيبات مختلف تنظيم كننده
NAA  وIBA تنهايي و در تركيب با بهBAP  صورت
 5/2بيشترين درصد كالوس در محيط كشت حاوي . گرفت
بيشترين درصد توليد . مشاهده شد D-2,4گرم بر ليتر ميلي

تر گرم در ليميلي 5شاخه از كالوس با محيط كشت حاوي 
IBA  گرم در ليتر ميلي 1/0همراه باBAP 19( بدست آمد(. 

محيط كالوس زايي و باززايي اين محققين مشابه بهترين 
بر اساس . تركيب هورموني بدست آمده در اين تحقيق بود

هورمون كينيتن در مقايسه ) 1392(نتايج رحيميان و ربيعي 
رادونا زميني رقم ماتاثير بيشتري بر باززايي سيبBAP با 

مده از اين تحقيق مغايرت دست آكه نتايج ب) 1(داشت 
براي ) 1390(آبادي و جلالي جواران شيخي ده. داشت

جهت تعيين بهترين نوع ريزنمونه و محيط كشت گياهي 
در محيط  هاي ساقه و برگاز ريزنمونهزميني باززايي سيب

استفاده كشت حاوي سطوح مختلف اكسين و سيتوكنين 
هاي ساقه در نها نشان داد كه ريزنمونهآايج نت. كردند

ها باززا شده و داراي بيشترين درصد بسياري از محيط
كه مشابه نتايج بدست آمده از اين ) 3(باززايي بودند 

  . تحقيق بود

طور كلي مشخص نيست كه ببراساس نتايج بدست آمده، 
چرا با افزايش مرحله به مرحله غلظت هورمون توليد 

بديهي است كه . يابدبا همان روند ادامه نمينيز  كالوس
ها به غلظت هورمون تحت تأثير عوامل واكنش ريزنمونه

گيري يكنواخت را با مشكل مواجه متعددي است كه نتيجه
در اين رابطه مطالعات دقيق در سطح مولكولي و . سازدمي

طور دقيق به اين گرفتن همه عوامل لازم است تا ب با در نظر
  .خ دادسؤال پاس

  گيري كلينتيجه

زميني در سه رقم سيب كالوسيك پروتوكل براي القاء 
با توجه به نتايج . سازي گرديدبهينه) سانتهو  آگريا، مارفونا(

- زايي در محيط كشتكالوسبدست آمده بيشترين درصد 

گرم بر ميلي 2و  D-2,4گرم بر ليتر ميلي 5/2هاي حاوي 
ميزان . گرم بر ليتر كينتين بودميلي 8/0همراه با  D-2,4ليتر 

بطوريكه رقم  .زميني متفاوت بودرقم سيب 3زايي كالوس
زايي را كالوسكمترين درصد  سانتهمارفونا بيشترين و رقم 

سيب بافت كشت در كالوس ازالقاء استفاده. نشان دادند
-بهره زمينه كالوس القاء محيط بهترين به و دستيابي زميني

 به رسيدن براي و نيز انتقال ژن اكلونالسوم از تنوع گيري

  .سازدمهيا مي را مطلوب صفات
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The Effect of Growing Conditions Explants and Growth 
Regulators on Callus Induction Potato Plant  

(Solanum tuberosum L.) 
Amerian M. 

Sonqor Agriculture Faculty, Razi University, Kermanshaeh, I.R. of Iran 

Abstract 

Plant tissue culture techniques are a useful tool to increase the genetic diversity, crop 
production and production of plants virus free. The purpose of this study was reached to 
a useful method for callus induction and regeneration in potato plant. The experiment 
was set up based on factorial experiment and completely randomized design (CRD) 
with 3 replications. In this study, in order to induce callus, different explants (stem, leaf 
and tuber) of three potato (Sante, Agria and Marfona) were placed on MS (Murashige 
and Skoog) medium containing various concentrations of 2,4-D (2,4-
dichlorophenoxyacetic acid), NAA (Naphthaleneacetic acid), IAA (Indole-3-acetic acid) 
and pikloram alone or combined with kinetin and BAP (6-Benzylaminopurine). MS 
medium containing 2 mg L-1 2,4-D with different concentrations of kinetin was selected 
as the best callus-inducing medium. Response of three cultivars potato to medium callus 
induction was different so that the Marfona highest and Sante lowest callus induction 
were in all callus induction media. The calluses were regenerated in media containing 3 
mg L-1 BAP combined with 0.5 mg L-1 GA3. Regenerated shoot were transferred to 
root-inducing media containing 2 mg L-1 IBA (Indole-3-butyricacid) and, plantlets with 
roots were transferred to pots containing sterilized soil four weeks after culture. 
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