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 در ارقام  کشت سوسپانسون سلولی، تولید جنین سوماتیکی و  بذر مصنوعی
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 23/9/1400تاریخ پذیرش:          25/8/1400تاریخ دریافت: 
 48 تا  42صفحه: 

 
 مبسوط چکیده

زمینی از طریق غده، ریزازدیادی از طریق کشت بافتت متورد تو ته منظور غلبه بر مشکلات آلودگی و همچنین روش معمول ازدیاد سیببه: هدف مقدمه و
 باشد. میزمینی سیبارقام مختلف در  و تولید بذرمصنوعی سوماتیکیزایی نین ،زاییکالوسبررسیتحقیق،  گرفته است. هدف از اینقرار

 حتاوی (MS) گ و استکوگموراشی کشتمحیط زمینی دررقم مختلف سیب 6از  برگهای ریز نمونه ازاستفاده با ریزازدیادی  بدین منظور، ها:مواد و روش
 4زایی  هت القای  نین ستوماتیکی بتا ها به محیط کشت  نینسپس کالوس .صورت گرفتتیدیازورون  و D-2,4 رشد هایکنندهتنظیممختلف های غلظت

 در کشت سوسپانسیون و محیط کشت  امد منتقل شدند. بنزیل آمینو پورین و اسید  یرلیک -6های رشد زئاتین، کنندهترکیب تیماری مختلف از تنظیم
 گرم در لیترمیلی 10وD-2,4 گرم در لیتر میلی 10 حاوی تیماریترکیب زایی در تیماری اعمال شده، بالاترین میزان کالوسترکیب  12 از بین ها:یافته

 5/2تیمار اسید  یبرلیک و  گرم بر لیترمیلی 1/0گرم بر لیتر زئاتین و میلی 1/0 تیمارداد در محیط کشت سوسپانسیون، نشاننتایج . مشاهده شد تیدیازورون
گرم بر میلی 5محیط کشت  امد تیمار زایی را داشتند اما در گرم بر لیتر اسید  یبرلیک بالاترین میزان  نینمیلی 5و  بنزیل آمینو پورین -6 گرم بر لیترمیلی

داشته بهتری  زاییگرم بر لیتر اسید  یبرلیک  نینمیلی 1/0گرم بر لیتر زئاتین و . میلی/1و تیمار  بنزیل آمینو پورین -6گرم بر لیتر میلی 5/2لیتر زئاتین و 
خی از آنها به محیط کشت  امد  هت ردار شدند و هچنین بشده در محیط کشت سوسپانسیون با استفاده از آلژینات کلسیم پوششهای تولید نین .است

 باززایی منتقل شدند.
ا در هتتوان از ایتن  نتیندارد و می دزمینی و ودر سیب هامکان تولید  نین سوماتیکی در حجم انبودر مجموع نتایج بدست آمده نشان داد که  گیری:نتیجه

 زمینی استفاده کرد.تولید بذر مصنوعی سیب
 

 کالوس، کشت سوسپانسیون  ،زمینیسیبهای رشد، کنندهبذر مصنوعی، تنظیم کلیدی:های واژه
 

 مقدمه
زمینی، ویژه سیبدر بسیاری از محصولات کشاورزی به

بسزایی در کاهش عملکرد و  های ویروسی سهمبیماری
های سالم عاری کیفیت محصول دارند، اهمیت ایجاد گیاهچه

از ویروس و ازدیاد و تکثیر آنها در سطح وسیع کاملا روشن 
زمینی عامل بیماری و آفت برای سیب 300حدود  .است

های آلوده به نسل شناخته شده که انتقال آنها از طریق غده
درصد گردد.  90محصول تا تواند باعث کاهش بعد می
در  یکیسومات یهانی ن دیتول نهیدر زم یمتعدد یهاگزارش

 و یکیسومات یهانی ن دیتول .و ود دارد ینیزمبیس اهیگ
مانند  یاز قطعات  دا کشت مختلف ینیزمبیس اهیگ ییباززا

 یهاگرهک ی،اغدهزیر یهاسکید ی،برگ یهاکالوس
قطعات  یاشهیدرون ش طیرشد کرده در شرا اهانیگ یاساقه

  صورت گرفته است یگوتیز یهانیو  ن یاگره ساقهانیم
 زانیفوق الذکر م یهااز روش کی چیدر ه حال نی. با ا(4،9)

. از (14) نبوده است ادیچندان ز یکیسومات یهانی ن دیتول
 یبرا یستمیمدل س کیعنوان به یکیسومات ییزانی ن

 ییزانیاستفاده شده است.  ن یگوتیز ییزاانیرو یمطالعه
 شیپ جادیشامل مراحل ا یگوتیز ییزاانیرو رینظ یکیسومات

و  یاژدر انیشکل، رو یقلب انیرو ،یاچهیگو انیرو ان،یرو
 .(16،17) ابندییمتفاوت نمو م یریکه از مس باشدیم یالپه

ها در کالوس را از برگ و میانگره( 12) امیدی و شاهپیری
و  D-2,4گرم بر لیترمیلی 5که محتوی  MSمحیط کشت 

و  D-2,4گرم بر لیتر کینتین که غلظت بالاتری از میلی 25/0
.لیتر کینتین است گرم برمیلی 25/0تر از غلظت پایین

در  دیتول یبرا یعامل مهم یمصنوع هایبذر بدست آوردند.
 یبرا ینیگز ای عنوانکم به ینهیبا هز اهانیگ یبالا اسیمق
مشابه بذر  یمصنوع های(. بذر15) هستند یواقع هایبذر
 کیکه با  کیسومات نی ن کیهستند و اغلب از  یواقع

هدف از (.  3)است  شدهلیشده تشک دهیپوش یپوشش مصنوع
این تحقیق تهیه یک دستورالعمل کامل شامل محیط کشت 

 زایی و تولید  نین در محیط کشتمناسب برای کالوس
ها و تولید بذر دار کردن این  نینسوسپانسیون و نیز پوشش

کشت شده در ایران زمینی سیب مصنوعی در ارقام مهم زراعی
 باشد.می
 

 
 ها مواد و روش

آرینتدا، باتبتا،  زمینیسیبارقام های تیوبر در این تحقیق از    
مرکز تحقیقات )تهیه شده از  مارفونا، فونتانه، سانته و اسپیریت

استتفاده  (آموزش کشاورزی و منابع طبیعتی استتان همتدانو 
ی اهتدر گلتدان هاغدهو رشد  خوابدوره  شکستنپس از . شد

با آب شتهری بته  و  دا شدهسالم  هایبرگحاوی کوکوپیت، 
دقیقه شستته شتدند. ستپس در زیتر  ریتان  20مدت حداقل 

درصتد بته  5/2ستدیم  تهیپوکلریاستفاده از هوای لامینار با 
 استریل  مقطر با آبو پس از آن  شدند استریلدقیقه  10 مدت
 

 دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری
 پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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از  رلیتمیلی 30 و در دقیقه آبکشی شدند 5بار به مدت  3شده 

  100و  10، 5، 0غنتتی شتتده بتتا ) MS محتتیط کشتتت پایتته
  TDZگرم در لیتر(میلی 5و  2، 0و ) D-2,4گرم در لیتر( میلی

هتای شیشته .(1) تدول  کشتت شتدند ،های کشتدر شیشه
 در ته  25±1کشت در یک اتاق کشت کنترل شده در دمتای 

 گراد قرار داده شدند.سانتی
 

 ء کالوسرشد  هت القا هایکنندهمیتنظغلظت  -1  دول
Table 1. Growth regulators concentration for callus induction 

 نوع هورمون بر لیتر(گرم غلظت مورد استفاده )میلی
0،5،10،100 2,4-D 

0،2،5 TDZ 
 

هفته از کشت و پس از ظاهر شدن کالوس  20پس از گذشت 
 های برگ در آزمایش، بهترین تیمار از نظربر سطح ریزنمونه

ترد و یا سفت بودن درصد القای کالوس، رنگ کالوس، 
و برگ  زنمونهیر از  کشت ماریت نیبهتراز  کالوس تعیین شد و

تا میزان کالوس مورد  در دفعات متعدد واکشت صورت گرفت
از هر  .داستفاده گرد ونیکشت سوسپانس یو برا نیاز تامین

گرم به محیط کشت سوسپانسیون حاوی سه 5/0کالوس مقدار 
بر  یبرلیک اسید و  BAPن، زئاتیشامل ی رشد کنندهتنظیم

( اضافه شد. بعد از 2) دول  های طراحی شدهاساس تیمار
ها در کشت ،نیومی و پارافیلمیپوشاندن درب ارلن با فویل آلوم

 RPMانساعته و دور 24ی نوری شیکر انکوباتور تحت دوره

 پرورش یافتند. تغییرات ایجاد شده شامل آلودگی،  250
بار روزه یک 10ها هر در ریزنمونه مستقیمزایی غیر نین

 زایی مشخص شد.مشاهده و ثبت گردید و بهترین تیمار  نین
ای صورت مشاهدهبدر ارلن شده  ایجاد های نینتعداد 

 گیری شدند.شمارش و اندازه
 

 زایی نین یرشد  هت القا هایکنندهمیتنظ غلظت -2  دول
Table 2. Growth regulators concentration for induce embryogenesis 

 نوع هورمون گرم بر لیتر(غلظت مورد استفاده )میلی
 زئاتین 1/0 ، 4،  5
5/2 ،25/2 ،1 BAP 

 اسید  یبرلیک 1/0،  1، 5
  

 2م ها ابتدا محلول آلژینات سدیکپسوله کردن  نین هت 
ع های حاصل شده از محیط کشت مایدرصد تهیه شد،  نین
سپس  ها با یک توری  دا شدند و نین درون آن ریخته شد،

شش حلول نیترات کلسیم اضافه شدند با پومسی سی 10در 
 .دکروی تشکیل ش ها، بذر مصنوعییک لایه ژل روی  نین

وی های حابذور مصنوعی تشکیل شده درون گلدان بلافاصله
ینات های فاقد پوشش آلژهمراه یک شاهد  نینت بهیپوکوک

  ها بررسی شدند.زایی و رشد  نیناندام و کشت شدند
صورت فاکتوریل بهزایی بود اول که هدف آن کالوسآزمایش 

( با سه CRDقالب طرح پایه کاملا تصادفی ) در سه فاکتوره
سطح )آریندا، باتبا،  6فاکتور اول ژنوتیپ در  .ا را شدتکرار 

کننده رشد مارفونا، فونتانه، سانته، اسپیریت( فاکتور دوم تنظیم
2,4-D  و  (گرم در لیترمیلی 100و  10، 5، 0)سطح  4در

 5و  2، 0سطح ) 3در  TDZکننده رشد فاکتور سوم تنظیم
زایی،  نینآزمایش دوم با هدف  .بودگرم در لیتر( میلی

فاکتوره در قالب طرح پایه کاملاً تصادفی  4بصورت فاکتوریل 
(CRD انجام شد. فاکتور اول ژنوتیپ در )سطح )آریندا،  6

کننده فاکتور دوم تنظیم ،باتبا، مارفونا، فونتانه، سانته، اسپیریت(
فاکتور  ،گرم در لیتر(میلی 5و  4، 1/0)سطح  3رشد زئاتین در 

 5/2و  25/2، 1سطح ) 3در  BAPکننده رشد سوم تنظیم
سطح  3و فاکتور چهارم اسید  یبرلیک در گرم در لیتر( میلی

های بدست آمده با نرم تجزیه واریانس داده بود. 5و  1، 1/0
 روش آزمونو مقایسه میانگین به (21)نسخه  SPSSافزار 

صورت گرفت و  %5در سطح احتمال دانکن  ایچند دامنه
 انجام شد. Excelها با نرم افزار نموداررسم 

 
 و بحثنتایج 

نشان داد که زایی، تجزیه واریانس در آزمایش کالوس     
 ها و سطوح مختلف داری بین واریتهاختلاف معنی

-2,4 اثر واریته،  ( و3 ) دول های رشد و ود داردکنندهتنظیم

D وTDZ  2,4و اثر متقابل واریته در-D واریته در ،TDZ، 
2,4-D  درTDZ 2,4و اثر متقابل سه  انبه واریته در-D در 

 TDZ شد.دار درصد معنی 1احتمال در سطح 
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 برگدر ریز نمونه های رشد کنندهتنظیمتاثیر رقم و  یانسوار یهتجز -3 دول 
Table 3. Analysis of variance of the effect of cultivar and growth regulators on leaf explant (** Significance at 1%  

                 probability level) 

 
یی نشان زاکالوسصفت  یبرا( 1شکل ) یانگینم یسهمقا یجتان

میزان  TDZبا افزایش  D-2,4داد که در همه سطوح 
طوری که بیشترین کند بهزایی افزایش پیدا میکالوس
مشاهده شده  TDZگرم بر لیتر میلی 5زایی در سطح کالوس
در  .زایی اثر مثبت داشته استدر کالوس TDZ بنابرایناست. 
زایی ی ارقام کالوسهمه D-2,4گرم برلیتر میلی 10غلظت 

زایی افزایش کالوس TDZاند ولی با افزایش غلظت انجام داده
زایی در رقم باتبا، فونتانه و است. بهترین کالوس بیشتری یافته

در تمامی ارقام کمترین میزان  (.2)شکل  استسانته دیده شده
و  D-2,4کننده رشد هایی که فاقد تنظیمزایی در تیمارکالوس
TDZ بودند مشاهده شد. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 بر درصد القای کالوس TDZ و D-2,4 ،واریته اثر متقابل یبرا یانگینم یسهمقا -1شکل 
Figure 1. Comparison of means for variety interaction, 2,4-D and TDZ on callus induction percentage 

 

 زاییکالوس میانگین مربعات در ه ازادی ییراتمنابع تغ
 710/25** 4 واریته
2,4-D 2 **078/22 
TDZ 2 **847/32 

2,4-D ×581/15** 8 واریته 
TDZ × 703/27** 8 واریته 

× 2,4-D TDZ 4 **894/36 
D-2,4 × TDZ × 541/17** 16 واریته 

 451/4 61 خطا
 46  ضریب تغییرات )درصد(
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 الوس القا شده از ریزنمونه برگ در رقم آرینداک -2شکل 
Figure 2. Callus induced from leaf explants in Arinda cultivar 

در محیط حاوی ترکیب ) 3 )شکلزایی بهترین تیمار  نین
 GA3 ر لیتردگرم میلی 1/0و  Zeatin ر لیتردگرم میلی 1/0

است و بعد مشاهده شده در محیط کشت سوسپانسیون سلول
ر لیتر دگرم یلیم 5/2 حاویکشت از این ترکیب، محیط 

BAP  ر لیتردگرم میلی 5و GA3  میزان بالاترین 
مشاهده شده  در محیط کشت سوسپانسیون سلولی زایی نین
  .است

 

 
 سوسپانسیون کشت شده در محیط تولیدسوماتیکی   نین -3 شکل

Figure 3. Somatic embryos produced in suspension culture medium 
 

 در کالوسبا قرار دادن  (10) و همکاران میکس واگنر
 MSمحیط کشت  حاویلیتری میلی 50های ارلن مایرفلاسک

رم بر لیتر گمیلی 1/0و  Zeatin رگرم بر لیت. میلی/1 همراهبه
GA3، کردندهای بیشماری در هر فلاسک مشاهده  نین .
ون دادند که کشت سوسپانسینشان( 18) و همکاران ترابی

سلول که از کالوس مشتق شده بر روی محیط کشت 
ای ههای دانگیرد باعث تولید کالوسقرار GA3و   BAPحاوی

لوس ح کاهای شاخه بر روی سط وانه سبز خواهد شد و نهایتاً
کردند  ( نیز گزارش8) و همکاران  ایاسریتولید خواهند شد. 

القاء ترین بالا BAو  زئاتینهای رشد کنندهتنظیمکه تیمار با 
را ه مریستم میانگربافت کشت سوماتیکی مستقیم در   نین
 دارد. 

ی تشکیل شده در محیط کشت هاپس از کپسوله کردن  نین
 هایکپسوله کردن  نین،  نین دستورالعملمایع طبق 

پایه  MS کشت سوماتیکی برای تولید بذر مصنوعی به محیط
ینات مخلوط شدند و در محلول ژمنتقل شدند و با سدیم آل

و کلرید کلسیم  %2کلرید کلسیم چکانده شدند سدیم آلژینات 
در  .(4)شکل  ترین شیوه برای کپسوله کردن بودندمناسب 1%

  MSبذرها روی محیط کشت( 1دی و همکاران )تحقیق عب
روز با موفقیت  وانه زدند و پس از  6بدون هورمون پس از 

در برخی از  هفته به گیاهچه کامل تبدیل شدند. 4-3
عنوان بذر تحقیقات از کپسوله کردن  وانه انتهایی به

پس از (. در این تحقیق، 11مصنوعی استفاده شده است )
کشت در  ،های آلژینات کلسیمکپسولها در  نینگیری قرار

صورت گرفت تا رطوبت بذرها های حاوی کوکوپیت گلدان
ها در گلدان گیری  نینبعد از قرار نتایج نشان دادحفظ شود. 

ها قادر به رشد نبوده و علت آن هم  نین ،حاوی کوکوپیت
تواند کوچک بودن  نین و از دست دادن رطوبت آن باشد. می
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 کلسیم و کلسیم نیترات نین کپسوله شده با آلژینات . C.  نین ایجاد شده در کشت سوسپانسیون سلولی. Bو  A -4 شکل

Figure 4. (A) and (B) Embryos created in cell suspension culture. (C) Embryo encapsulated with calcium alginate and 
calcium nitrate 

 

در تحقیق حاضر نیز ازدیاد آزمایشگاهی ارقام فوق از کشت 
های رشد کنندهدر محیط کشت حاوی تنظیم هاریزنمونه

 گرم در لیتر ساکارز انجام شد. بر اساس 30 گیاهی حاوی
ای زایی درون شیشهریز غده (13) پلاچوپیا و همکاران تحقیق

درصد ساکارز و با هورمون رشد  8در محیط کشت حاوی 
زایی نیز کالوس دست آورد در تحقیق حاضربه BAPگیاهی 

 هایکنندهتنظیمو گرم در لیتر  30 حاوی MSکشت  محیطدر 
پس از یک دوره واکشت بدست آمد.  TDZ و D-2,4رشد 

در ترکیب با  تنهایی یابه D-2,4اکسین ضرورت و ود 
زایی در تحقیقات در محیط کشت  هت کالوسسیتوکینین 

در تحقیقات . (5،2) متعددی مورد تأیید قرار گرفته است
کننده رشد تنظیم (6انتصاری و همکاران )دیگری نیز از  مله 

GA3 استفاده قرارگرفته زایی مورد زایی و ریز غده هت  نین

کننده در است، که در تحقیق حاضر نیز اثر مثبت این تنظیم
گزارش داده شده که  زایی سوماتیکی مشخص شد. نین
TDZ ها برای القای شاخه در ترین سیتوکینینیکی از فعال

 های دیگر پیشنهاد شده کهگزارشدر کشت بافت گیاه باشد. 
TDZ کندها باززایی شاخه را القا میبهتر از دیگر سیتوکینین 

 ماریت کیاستفاده از  توانیو قطع نم نیقیطور به نیبنابرا(. 7)
 اتیو در تمام عمل اهانیتمام گ یمشخص را برا یهورمون

 یاهیهر گونه گ یکرد بلکه برا شنهادیپ یاهیکشت بافت گ
در مجموع نتایج بدست آمده  .شود یطور  داگانه بررسبه دیبا

در نشان داد که امکان تولید  نین سوماتیکی در حجم انبوه 
 و و ود دارد زمینیدر سیبکشت سوسپانسیون محیط
زمینی ها در تولید بذر مصنوعی سیبتوان از این  نینمی

 کرد.استفاده 
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Extended Abstract 
Introduction and Objective: In order to overcome the contamination problems, as well as the 
usual method of increasing potato through micro tuber, micropropagation has been considered 
through tissue culture. The aim of this study was to evaluate the callus induction and 
embryogenesis in potato cultivars using leaf explants.  
Material and Methods: For this purpose, micropropagation was performed using leaves from six 
different potato varieties in different mediums. Seedling of different cultivars in different 
concentrations of growth regulators, 2,4-D and TDZ showed that the highest amount of callus in 5 
mgl-1 of TDZ growth regulator in the culture medium was observed in Batba, Fontane and  Sante. 
In 12 treatment combinations, the combination of 10 mgl-1 2,4-D and 10 mgl-1 TDZ was 
performed in leaf explants after three weeks of callus. Then, calluses were tested in a culture 
medium for embryogenic induction with four different treatments in suspension and solid culture.  
Results: In the experiment of embryogenesis study of leaf explants of different cultivars, results 
showed that explants was placed in a suspension culture of 0.1 mgl-1 Zeatin and 0.1 mgl-1 GA3 
and 2.5 mgl-1 BAP and 5 mg/L GA3, and a solid culture medium containing 5 mgl-1 Zeatin and 
2.5 mgl-1 BAP and 0.1 mgl-1 Zeatin and 0.1 mgl-1 GA3 had a much better embryogenesis. Among 
the 12  treatments applied, the highest callus formation rate was observed in treatment containing 
10 mgl-12,4-D and 10 mgl-1 tidiazurone. Results showed in suspension culture medium, 0.1 mgl-1 
zeatin and 0.1 mgl-1 gibberellic acid treatment and 2.5 mgl-1 6-benzylaminopurine and 5 mgl-1 
gibberellic acid had the highest embryogenesis, but in solid medium, treatment was 5 mgl-1 zeatin 
and 2.5 mgl-1 6- benzylaminopurine and treatment 0.1 mgl-1 zeatin and 0.1 mgl-1 gibberellic acid 
have better embryogenesis. Embryos produced in suspension culture medium were coated with 
calcium alginate and some of them were transferred to solid culture medium for regeneration. 
Conclusion: The obtained results showed that it is possible to produce somatic embryos in large 
quantities in potatoes and these embryos can be used in the production of artificial potato seeds. 
 
Keywords: Callus, Growth regulators, Potato, Suspension culture, Synthetic seed 
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