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گياه سيب زميني  ازقطعات جداكشت ميانگره، برگ و ريزغده باززايي با فراواني بالا
)Solanum tuberosum L.( 

  2، 1حسين فهيمي و 1،2، حجت نادري مشكين2شيده منتصر كوهساري ، *1حسن رهنما
 پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزيكرج،  1

  شناسي دانشگاه تهران، پرديس علوم، دانشكده زيستهران، ت 2  

 2/6/89: تاريخ پذيرش   22/2/88 :تاريخ دريافت

 چكيده

دراين . به درصد بالايي از باززايي اولين قدم براي انتقال ژن است يابيي كشت بافت به منظور دستبهينه سازدر اغلب موارد 
رسي مورد بر )و مارفونا آگريا( ).Solanum tuberosum L(از ارقام زراعي سيب زميني  دو رقم و جنين زايي تحقيق باززايي

بر . شدندكشت هورموني مختلف حاوي تيمارهاي  يمحيطهادر  ينيب زميس يزغده هايميانگره ها، برگها و ر. قرار گرفته است
در  و برگها باززايي ميانگره ها )سوكروزو  D-2,4 حاوي MSمحيط تعديل شده ( A در محيط ،آمده به دستج ياساس نتا

در . گرم در ليتر آن سريع تر صورت گرفتميلي  2و   5/0ي غلظتهادر مقايسه با  )TDZ( تر تيديازرونميلي گرم درلي 1غلظت 
درصد باززايي ميانگره ) ميلي گرم در ليتر زئاتين ريبوزايد 2گلوكوز و  گرم در ليتر 20حاوي  MSمحيط تعديل شده ( C محيط

، درصد 6/82ا يآگر(زغده ها يو ر )درصد 6/91مارفونا  ،درصد 3/83اگريا ( برگها ،)درصد 100مارفونا  ،درصد 8/95اگريا (ها 
روز  20-16( Aروز سريع تر از محيط  35حدود  Cدر محيط باززايي همچنين . دبو Aبسيار بالاتر از محيط  )درصد 3/86مارفونا

ع قطعه جداكشت مراحل مختلف تشكيل جنينهاي سوماتيكي هم در هر سه نواز طرف ديگر  .صورت گرفت )بعد از كشت
بهترين محيط براي  هر سه نوع قطعه جداكشت بالا بودن درصد و سرعت باززايي به دليل Cمحيط  در نهايت. مشاهده شد

   .دگردي معرفي ارقام سيب زميني باززايي

  انگره  يم ،سيب زميني ،ريزغده ،جنين زايي ،برگ ،باززايي :كليدي واژه هاي

  hrahnama@abrii.ac.ir :، پست الكترونيكي0261 -2703536: نويسنده مسئول، تلفن * 

  مقدمه
ميليون تن چهارمين  300با توليد ساليانه  يزمينسيب 

 2008نامگذاري سال  .مهم در جهان است يزراع محصول
ملل بيانگر  عنوان سال سيب زميني توسط سازمان هب

مي باشد كه هم اكنون غذاي  راعيحصول زاهميت اين م
 يغده سيب زمين .)2( دنيا است مردماصلي بسياري از 

 ي، پروتئينها و ويتامينها ماز انواع كربوهيدراتها منبعي غني
زياد و توليد آسان، سيب  ياهميت تغذيه ا به دليل. باشد
اصلاح از طريق  يمهم برا ياز اولين كانديداها ييك يزمين

 يبرا يقديم يهاروش. بوده است ينولوژبيوتك و يزادآور
ارقام  يبر كشت و تلاق يمبتن ياصلاح ارقام سيب زمين

 آنها استوار سازگار، با عملكرد بالا و خصوصيات مطلوب
به همراه  يو تتراپلوئيد ينظير عقيم يمشكلات. بوده است

 ييآكار يبه ميزان زياد ،يهتروزيگوس يبالا حوسط
كاهش را  يارقام سيب زميناصلاح  يبرا يقديم يروشها

ارقام  اصلاح يبنابراين، يك راه كار جايگزين برا. مي دهد
درون شيشه اي  ياستفاده از تكنيكها يمهم سيب زمين

 يو مهندس يسوماتيك، جهش زاي يشامل دورگ گير
  ).15( ژنتيك مي باشد

 كشت بافت سيب زميني توسط محققان زيادي مورد مطالعه
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، برگها و ريز ه مسلم است ميانگره هاآنچ.  قرار گرفته است
از مهمترين  )27 و 24 ،13 ،12 ،11 ،8 ،7 ،6 ،4( غده ها

قطعات جداكشتي هستند كه در انتقال ژن به گياه سيب 
ي سوماتيكي يا يجنين زا. دنزميني مورد استفاده مي باش

ترين روش  مستقيم گياه از قطعات جداكشت مهم باززايي
. گياه سيب زميني است ر تراريختيجهت استفاده د باززايي

در زمينه توليد جنينهاي سوماتيكي هم گزارشهاي متعددي 
توليد جنينهاي . )21 و 9( در گياه سيب زميني وجود دارد

از قطعات جداكشت  و باززايي گياه سيب زميني سوماتيكي
، )5(مختلفي صورت گرفته است مانند كالوسهاي برگي 

گرهكهاي ساقه اي گياهان ، )16(ديسكهاي ريز غده اي 
، قطعات ميانگره )9(رشد كرده در شرايط درون شيشه اي 

در هيچ  ،با اين وجود). 21(ساقه اي و جنينهاي زيگوتي 
يك از روشهاي فوق الذكر ميزان توليد جنينهاي سوماتيكي 

 )Douglass )2001و  Seabrook. چندان زياد نبوده است
اده از قطعات ساقه، در تحقيقات خود توانستند با استف
رقم سيب زميني  18برگ، ريز غده و ريشه در بيش از 

 . )24( قابل توجهي جنين سوماتيكي نمايند توليد تعداد
و همكاران هم گزارشي منتشر كرده اند كه  Vargasاخيراً 
طور قابل ه ند بفاده از سوسپانسيون سلولي توانستبا است

  .  )29( توجهي ايجاد جنينهاي سوماتيكي نمايند

در  ييمحدوديتها يبا اين وجود، هر يك از اين روشها دارا
، ين تراريختييپا يمراحل مختلف كشت بافت نظير فراوان

ويژه در بحث تغيير ه ب(وقوع تنوع سوماكلونال  ،يباززاي
به همين دليل بهينه . باشند يمرقم  و نوع )يسطح پلوئيد

جمله كشت بافت از قطعات جدا كشت مناسب از  سازي
برگ، ميانگره و ريزغده گياه سيب زميني براي دست يافتن 

حائز براي اهدافي مانند انتقال ژن  به ميزان بالايي از باززايي
   .دمي باش ياهميت فراوان

نظير  يبه عوامل مختلف يميزان باززاي ا توجه به اينكهب
نوع و غلظت  ، نوع و منشأ قطعات جداكشت،گياه ژنوتيپ

 و 17 ،14( دارد يبستگ) هورمونها(رشد  يتنظيم كننده ها

مختلف با  يدر اين تحقيق تركيب محيط كشتها لذا ،)28
 يميزان باززاي يمتفاوت جهت بررس يهورمون يغلظتها

از ارقام ساقه، برگ و ريزغده دو رقم  قطعات جداكشت
و نيز اثر ) مارفونا و آگريا( يسيب زمين زراعي مهم

 يميزان باززاي يبر رو  رهمختلف تيوسولفات نق يغلظتها
  .قرار گرفت ياين ارقام مورد بررس

  مواد و روشها
 :شگاهيل در آزماياستر ياهچه هايگ يكشت و آماده ساز

صورت گياهچه ه مواد اوليه گياهي لازم براي اين آزمايش ب
هاي استريل درون شيشه اي از پژوهشكده بيوتكنولوژي 

 ياهچه هايگ يتك گره ها .كشاورزي ايران تهيه گرديد
 MS دو رقم آگريا و مارفونا در محيط كشت پايه لياستر

  7/5با   آگار درصد 7/0و  ساكارز درصد 3 يحاو )19(
pHگراد و دوره  درجه سانتي 23 ±1 ي، تحت شرايط دما
 8و  )لوكس 4000با شدت ( يساعت روشناي 16 ينور

 يال 4 يآن دسته از گياهچه ها. شدند تكثير يساعت تاريك
 يانتخاب شده و برا مناسبتك گره هاي داراي  يهفته ا 5

 مورد و برگ قطعات جداكشت ميانگره و تهيه يجداساز
   .فتندگرقرار استفاده 

پس از رشد و تكثير گياهچه هاي  :روش توليد ريزغده
 يهفته ا 4- 5 هاي اهچهيگ تك گره هاي ,سيب زميني
ايي و در محيط ريزغده ز ده شدهيزغده بريد ريجهت تول

، )HCl )mg/l 4/0ن يامي، تMSحاوي نمكهاي 
، ساكارز )mg/l 5/2(ن ينتي، كا)mg/l 100(تول ينوزيوايم
)gr/l 60 (7/5 با pH درجه  19دماي  در شرايط تاريكي و

هفته ريزغده ها  8الي  4بعد از . گراد كشت گرديدند سانتي
ريزغده هاي مناسب با اندازه هاي مطلوب . تشكيل شدند

جمع آوري و به منظور ) سانتيمتر 5/0تقريبي  با قطر(
 4استفاده در مراحل بعدي در شرايط تاريكي و دماي 

  . )11( درجه سانتيگراد نگهداري شدند

 كشت جدا  قطعات  : آزمايشي  هاي تيمار  انجام روش 
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و قطعات جداكشت برگ با  mm6-4 ميانگره به طول 
 - mm1 ر زغده ها به قطير يعرض يو برشها mm 5×5قطر

 16گراد و دوره نوري  درجه سانتي 23 ±1دماي  در 5/0
تحت تيمارهاي زير ساعت تاريكي  8وشنايي و ساعت ر

  .قرار گرفتند

در ابتدا  ها و برگها قطعات جداكشت ميانگره :Aمحيط 
، تيامين  MSمحتوي نمكهاي ( A1 به نام محيط كال زايي

HCl ) mg/l8( آدنين سولفات ،) mg/l8(ينوزيتول ، ميوا) 
mg/l100( جيبرليك اسيد ،) mg/l5( تيديازرون ،) mg/l1( ،

دي كلرو فنوكسي  -mg/l2( ،4،2 (بنزيل آمينوپورين 
  pH 7/5داراي  ،) gr/l30 ( و ساكارز) mg/l5 (استيك اسيد 

 يغلظتهاتركيبي از  ).1(درصد كشت شدند  7/0و آگار 
  5/0 ،0و  )TDZ( ميلي گرم در ليتر تيديازرون  2و  1، 5/0

به عنوان  )STS(ميلي گرم در ليتر تيو سولفات نقره  1و 
 10پس از . مورد استفاده قرار گرفت يشيآزما يمارهايت

قطعات لوكس،  4000كشت در شرايط نوري روز  14الي 
با ) A2 )A2=A1- 2,4-D جدا كشت به محيط باززايي

 .منتقل گرديدندلوكس  6000شدت نور  با وهمان تيمار ها 
 گرفتهر دو هفته يك بار واكشت انجام در محيط باززايي 

 50پس از يميزان باززايي قطعات جداكشت هر رقم زراع و
  .شد يروز بررس

اين محيط جهت بررسي باززايي ريز غده ها  :Bمحيط 
ريزغده هاي مناسب و سالم از  .مورد استفاده قرار گرفت

ي به هر دو رقم آگريا و مارفونا به صورت ديسكهاي
شده و در سطح محيط كشت  متر بريده ميلي 1ضخامت 

 ،MSنمكها و ويتامينهاي  حاوي اين محيط. قرار گرفتند
 gr/l( ساكارز ،)mg/l 1/0(د يك اسيبرليج ،)mg/l 1(زآتين 

30(،7/5 pH   ي غلظتها با كه درصد مي باشد 7/0آگار  و
در ) ميلي گرم در ليتر 1و  5/0، 0( تيوسولفات نقرهمختلف 

نفتالين گرم در ليتر سه هورمون  ميلي 2/0تركيب با غلظت 
و دي كلرو فنوكسي استيك اسيد  -4،2 ،استيك اسيد

  كالوس هفته ميزان 8 الي 4 از  پس   .استفاده شد  پيكلورام

   .)11( مورد ارزيابي قرار گرفت زغده هاير ييزايي و باززا

عه ميزان باززايي هر سه نوع قط C محيط در: Cمحيط 
جداكشت ارقام زراعي آگريا و مارفونا مورد بررسي قرار 

، B5، ويتامينهاي MSاين محيط محتوي نمكهاي . گرفت
، مانيتول )gr/l20 (، گلوكز )mg/l40 (آدنين سولفات 

)gr/l20 ( ،MES ) mg/l900(،  نفتالين استيك اسيد) 

mg/l02/0( جيبرليك اسيد ،) mg/l05/0( زآتين ريبوزايد ،) 
mg/l2( 7/5، با pH درصد است 7/0آگار  و )محيط. )3 C 

رشد گياه و هم از نظر هاي هم از نظر تركيب تنظيم كننده 
در اين محيط منبع . تفاوت دارد Aمنبع كربن با محيط 
و مانيتول به عنوان  گلوكز مي باشد ،كربن به جاي ساكارز

. يك ماده اسموتيك در اين محيط به كار گرفته شده است
ي مختلف تيوسولفات نقره غلظتهاثير أنيز ت Cيط  در مح

بر روي باززايي قطعات ) ميلي گرم در ليتر 1 و 0  /5، 0(
دو رقم آگريا و  و ريز غده هر برگ ،جدا كشت ميانگره
  .دمارفونا بررسي ش

تكرار و هر تكرار  5 هاتيمار كدام از هردر آزمايشهاي فوق 
لاً تصادفي در قطعه جداكشت بود كه به طور كام 6شامل 

 نتايج حاصل از. دشده بودن قرار دادهپتري ديش 
با  در قالب طرح بلوكهاي كاملاً تصادفي فوق آزمايشهاي
  . شد تجزيه و تحليل MSTATCآماري  برنامه استفاده از

  نتايج و بحث
با وجودي كه روشهاي مختلفي براي باززايي گياه سيب 

اوت اصلي طور كلي تفه زميني گزارش شده است ولي ب
ظيم كننده هاي رشد گياه آنها مربوط به نوع و غلظت تن بين

ن استيك اسيد، ايندول استيك اسيد، توفوردي، نفتال(
پيكلورام، جيبرليك اسيد، بنزيل آمينو پورين، تيديازرون، 

ساكارز يا (و منبع كربوهيدرات ) زاتين و زاتين ريبوزايد
يز به عنوان يك مانيتول ن. و ميزان آنها مي باشد) گلوكز

 و 8( استفاده شده است محيطهاماده اسموتيك در بعضي از 

 24(.  
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ساقه زايي در انتهاي  - Bتشكيل كالوس در انتهاي دور از رأس قطعات ميانگره  - A. مراحل باززايي از قطعات مختلف جداكشت سيب زميني -1شكل

انتقال ساقه ها به  -Fتشكيل ساقه از قطعات برگي  -Eباززايي از قطعات برگي  -Dباززايي از ديسكهاي ريزغده  - Cنزديك رأس قطعات ميانگره 
 محيط تكثير

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 بزرگنمايي(در انتهاي ميانگره ) غده اي(تشكيل كالوسهاي كروي  -A. مراحل مختلف جنين زايي در گياه سيب زميني در محيطهاي مختلف - 2شكل 
50× (B -  تشكيل كالوسهاي كروي)50 بزرگنمايي(بر روي ديسكهاي ريز غده ) ده ايغ×  (C -  تشكيل جنينهاي كروي شكل)100 بزرگنمايي× (D- 

. تشكيل اندام هوايي از ساختارهاي جنيني -F) ×100 بزرگنمايي(جنين در مرحله نموي پيشرفته  - E) ×100 بزرگنمايي(تشكيل جنينهاي اژدري شكل 
  .نشان مي دهدفلشها در هر مورد جزء اشاره شده را 
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ميلي گرم در  0 ،5/0 ،1( STSبا ) ميلي گرم در ليتر TDZ )5/0، 1، 2 ي تركيبي غلظتهابا  Aدرصد باززايي ميانگره ها و برگها در محيط  -1جدول 
  .ميانگينهاي داراي حروف غيرمشابه اختلاف آماري معني داري با هم دارند ).ليتر

2  1 5/0 2 1 5/0  TDZ(mg/l)  

 STS(mg/l)    انگرهمي   برگ 

31 3/1 i 3/41  8/1 f 22 4/1 j 7/39  7/1 fg 3/61    2/3 c 33/35  1/2 h 0  اگريا  

52 4/2 d 3/64  9/3 b 3/30  9/1 i 39 2/1 g 3/81  2/4 a 3/45  4/3 e مارفونا    
16 8/0 m 7/17  1/1 lm 9/7  6/0 op 0q 0q0q 5/0  اگريا  

3/19  1/1 kl 7/46  8/2 e 7/19  9/0 kl 7/13   8/0 n 7/34   6/1 h 7/39   2/1 fg مارفونا    

0q 0q 0q 0q0q0q 1  اگريا  
11 8/0 o 20 2/1 jk 7/9  7/0 op 7/8  7/0 p 21 1/1 jk 35  7/1 h مارفونا    
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،  STSغلظت صفر ميلي گرم در ليتر :  B .– S0اثر تيمارهاي هورموني مختلف بر ميزان باززايي قطعات جداكشت ريزغده در محيط  -1نمودار

S0.5  : ميلي گرم در ليتر  5/0غلظتSTS  ،S1  : ميلي گرم در ليتر  1غلظتSTS  ،N  :2/0  ميلي گرم در ليترNAA  ،D  :2/0  ميلي گرم در ليتر
2,4-D  ،P  :2/0 ميلي گرم در ليتر پيكلورام.  

گياه سيب زميني تحت تيمارهاي  باززاييمراحل مختلف 
ل حاص نتايج). 1شكل (مختلف مورد مطالعه قرار گرفت 

 هر دو قطعه جداكشت برگ و  Aنشان داد كه در محيط 
ي ايجاد شده شاخه ها .ميانگره باززايي حاصل مي كنند

تقريباً  و باززايي آنها و تعداد شاخه ها كم نازك و كوچك
ميلي  1باززايي در غلظت . صورت گرفت روز 50پس از 

ميلي  2و  5/0ي غلظتهاگرم در ليتر تيديازرون نسبت به 
درصد باززايي ميانگره ). 1جدول ( ليتر بيش تر بود گرم در

ميلي گرم در  1غلظت (در اين محيط در بهترين حالت  ها
 براي رقم آگريا ) STS ميلي گرم در ليتر و صفر TDZليتر 

 .بوده است درصد 3/81درصد و براي رقم مارفونا  3/61

 1ميزان باززايي در غلظت  ،در قطعات جداكشت برگي
ترتيب ه در دو رقم اگريا و مارفونا ب TDZر ليتر ميلي گرم د

در همه موارد  .درصد برآورد شد 3/64درصد و  3/41
ه ب TDZميلي گرم در ليتر  1ميزان باززايي در غلظت  ،فوق

ميلي گرم در ليتر آن  2و  5/0طور معني داري با غلظتهاي 
 1طور كه از داده هاي جدول  همان .بيشتر مي باشد
معني  به طوروسولفات نقره در مجموع تي ،مشخص است

 .داري بر ميزان باززايي نمونه ها تاثير منفي داشته است
در باززايي اگريا به مراتب بيشتر از رقم  STSثير منفي أت

ميلي  5/0ي كه حتي در غلظت به طورمارفونا بوده است 
در . گرم در ليتر آن در ميانگره ها ميزان باززايي صفر بود
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چه در ميانگره و چه در  STSگرم در ليتر  ميلي 1غلظت 
قطعات جداكشت برگي رقم اگريا هيچ گونه باززايي 

 STSدر رقم مارفونا با وجودي كه در حضور . مشاهده نشد
قابل ملاحظه  به طورباززايي صورت گرفت ولي مقدار آن 

. در محيط وجود نداشت STSاي كمتر از وقتي بود كه 
Seabrook  وDouglass )24(  در تحقيقات خود از

هورمون زآتين ريبوزايد براي جنين زايي و باززايي گياه 
سيب زميني استفاده كرده بودند اما در اين تحقيق مشاهده 

يي بالايي در آهم مي تواند كار TDZشد كه استفاده از 
ه از طرف ديگر ب. باززايي ارقام اگريا و مارفونا داشته باشد

ايي نمونه هاي برگي و در بازز STSنظر مي رسد كه 
  .ميانگره در اين محيط تأثير منفي داشته باشد

يني از يباززايي گياهان از برشهاي ريزغده منجر به سطح پا
آمده از ساير  به دستتنوع سوماكلونال نسبت به گياهان 

به عبارت ديگر ايجاد ). 13(بافتهاي سوماتيكي مي شود 
از بافت سوماتيكي  اندامهاي هوايي باززا شده از غده بيشتر

له ئاست تا از مراحل حدواسط تشكيل كالوس، كه اين مس
از نظر كاهش ميزان تنوع سوماكلونال در اثر كاهش مراحل 
مختلف كالوس زايي، در بحث انتقال ژن حائز اهميت مي 

لذا در اين تحقيق باززايي از ريز غده هم در محيطي . باشد
ه است مورد اختصاصي كه براي اين منظور معرفي شد

  .بررسي قرار گرفت

از بررسي ميزان باززايي ريزغده ها در محيط  نتايج حاصل
B ي غلظتها معني داري بين با اينكه تفاوت نشان داد

مختلف تيوسولفات نقره در ميزان باززايي وجود ندارد، 
مؤثرتر از دو هورمون ديگر بوده  و در  D-2,4هورمون 

فات نقره در مورد هر دو ميلي گرم در ليتر تيوسول1غلظت 
را باعث مي شود  )درصد 100( رقم بالاترين ميزان باززايي

آمده در مورد اثر  به دستبر خلاف نتايج ). 1نمودار(
  ،و برگها بازدارندگي تيوسولفات نقره بر باززايي ميانگره ها

تيوسولفات  هاي مورد مطالعهارتباط معني داري بين غلظت
از طرف  .مشاهده نگرديد هاه يز غدر نقره و ميزان باززايي

تيوسولفات نقره اثر بازدارندگي ديگر مشاهده شد كه 
شديدي بر ايجاد كالوسهاي پنبه اي شكل در ريزغده ها 

  .)داده ها ارائه نشده است( دارد

پس ميانگره ها . باززايي بسيار سريع تر رخ داد Cدر محيط 
روز شاخه  30بعد از و د شحاصل  روز باززايي 18از 

 تر و بزرگهاي برگ ند كه بسيار قطور تر،هايي ايجاد كرد
و  اين محيط يك مرحله اي بوده. داشتند ظاهري شاداب تر

اكشت در اين محيط باززايي حاصل هر سه نوع قطعه جد
 شكل( و ريزغده )D1 شكل( البته باززايي برگ. كردند

C1( 10 يي آكار. وز ديرتر از ميانگره صورت گرفتر
 8/95ميانگره از (باززايي هر دو نوع رقم زراعي آگريا 

و ) درصد 6/82و ريزغده  درصد 3/83درصد، برگ 
و  درصد 6/91درصد، برگ  100ميانگره از (مارفونا 
بسيار در مقايسه با گزارشهاي موجود ) درصد 3/86ريزغده 
ميانگره ميزان شاخه زايي از  همچنين .)2نمودار( بالاست
بسيار بيشتر  ززا شده در مقايسه با برگ و ريزغدههاي با
در گزارش كرده اند كه  )10( و همكاران Demytro  .است

بين كربوهيدراتها گلوكز باعث توليد كالوسهاي سبز و 
در  ه براي القاي اندام زايي و شاخه زاييفشرده مي شود ك

در مطالعه حاضر با مقايسه  .است سيب زميني مطلوب تر
رسيد كه تغيير منبع مي توان به اين نتيجه  Cو  Aدو محيط 

به طور قابل توجهي  C  كربن از ساكارز به گلوكز در محيط
در حضور ساكارز تعدادي از . ميزان باززايي را بالا مي برد

قطعات جداكشت، كالوس سبز و سفيد رنگ ايجاد مي 
كنند كه اغلب سست مي باشند و ميزان باززايي پايين تر 

اضافه كردن مانيتول نين گزارش شده است كه همچ. است
را تحريك  رشد سلولي ،ه گلوكز به محيط كشتبه همرا

مطالعات . )10( كرده و باعث افزايش باززايي مي شود
عنوان منبع ه ب )ZR( نشان داده  كه زآتين ريبوزايد

- 3يا  )IAA( استيك اسيد-3- سيتوكينين به همراه ايندول
در باززايي  )IAA-AA(ك اسيد آسپارتي-DLايندول استيل 

و ايجاد گياهان سيب زميني تراريخته از برشهاي غده بسيار 
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نفتالين -و آلفا) BAP( بنزيل آمينوپورين- 6مؤثرتر از 
  ). 22 و 11(مي باشد  )α-NAA( استيك اسيد
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باززايي قطعات جداكشت ميانگره، برگ و ريزغده در  ميزان -2نمودار

  Cمحيط 
,  داد كه از بين سيتوكينينهاي مورد بررسي مطالعه اخير نشان

زاتين ريبوزايد براي همه انواع قطعات جداكشت و 
تر مي باشد و بسياركاراهمچنين طيف وسيعي از ژنوتيپها 

در . سبب مي شود كه باززايي سريع تر و بهتر صورت گيرد
كه حاوي زاتين ريبوزايد است اين موضوع كاملاً  Cمحيط  

  .محققان استساير د نتايج و مؤي آشكار بوده

تيوسولفات نقره معمولاً در شرايط كشت آزمايشگاهي براي 
تر و ظاهري تازه تر استفاده  ي بزرگبرگهاتوليد گياهاني با 

كه  باشد به نظر مي رسد دليل اين امر اين. مي شود
تيوسولفات نقره قدرت دريافت اتيلن را به وسيله گياه مهار 

ي باززايي گياهچه ها از بافت برگ اثر مفيدي روو مي كند 
حتي در مورد بعضي از ژنوتيپها در غياب . سيب زميني دارد

اين   .)11( تيوسولفات نقره باززايي صورت نمي گيرد
نيز تيوسولفات نقره سبب  Cدر محيط كه مطالعه نشان داد 

 در آزمايشهاي اخير .يي هر دو رقم مي گرددكاهش باززا
در ها  هتنها در باززايي ريز غد رهاثر مفيد تيوسولفات نق

 همشاهد Cنكته جالبي كه در محيط  . مشاهده شد Bمحيط 
 در سمتابتدا قطعات جداكشت ميانگره شد اين بود كه 

 زايي كرده شروع به كال )سأسطح برشي دور از ر( ديستال
سطح ( پروكسيمال سپس سلولهاي قسمتو  )A1 شكل(

 15پس از  نكرده اند،زايي  كه كال )سأبرشي نزديك به ر
 يرير جهت گيثأت .)B1 لشك( حاصل مي كنند باززايي روز

ن يك فاكتور مهم در كنترل جنيقطعه جداكشت به عنوان 

. اهان نشان داده شده استياز گ ياريك در بسيسومات ييزا
علت اين امر احتمالاً به دليل جهت گيري جذب مواد 

  . )23، 20، 18 ،17( ي از محيط كشت مي باشد يغذا

نشان  نتايج حاصل از اين تحقيق: اتيكيمجنين زايي سو
 يمحيطهايب زميني در كشت قطعات جداكشت سداد كه 

. دگردمي جنيني شبه منجر به تشكيل ساختارهاي  فوق
شت در محيط داراي روز پس از ك 5قطعات ميانگره ساقه 

در دو انتهاي برش خورده متورم شده و مقدار ) A(اكسين 
انتقال . تشكيل دادند گرهكي و كروي شكل وسكمي كال

 تا 2اين قطعات جداكشت به محيط بدون اكسين در عرض
اين . )2شكل ( هفته تشكيل ساختارهاي شبه جنيني نمود 3

دور از (ساختارهاي شبه جنيني ابتدا در بخش ديستال 
ظاهر ) نزديك رأس(زيمال و سپس در بخش پروگ) رأس
و  Seabrookمشاهدات با  اين تحقيق نتايج .شدند

Douglass )24 ( وSharma  وMillam )25 (مطابقت دارد .
نتايج مشابهي هم در سطح مقطع قطعات جداكشت برگي و 

  ).2 شكل(ريز غده مشاهد شد 

به  هفته پس از انتقال 4جنينهاي سوماتيكي در عرض 
در حاشيه  اين جنينها ابتدا. تشكيل شدند A2محيط 
ظاهر  در تمامي سطح كالوس سپس اي گرهكي وكالوسه
 5قطعات جداكشت در عرض  درصد 60بيش از . ندگرديد
كه  نظر مي رسده ب. تشكيل جنينهاي سوماتيكي دادند هفته

زخمي كردن بافت باعث تحريك جنين زايي مي شود كه 
 Seabrookو  )26(و همكاران  Sidorovهاي اين امر يافته 

كسين در وقتي ا. ئيد مي نمايدرا تا) Douglass )24و 
ن هاي سوماتيكي كمي محيط وجود داشته باشد جني

تشكيل جنينهاي  ،در غياب اكسين. تشكيل مي شود
از طرف ديگر به نظر مي  .سوماتيكي تحريك مي گردد

با به اكسين و زخم احتمالاً  حساسيت و پاسخ رسد كه
و همكاران  Komamine. مكانيسم يكساني اعمال مي شود

اند كه اكسين تنها براي تشكيل توده هاي  بيان كرده) 14(
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سلولي مريستمي لازم است و براي ساير مراحل نموي 
  . جنينهاي سوماتيكي تأثير بازدارنده دارد

پهنك برگ و  ،تمامي بافتهاي كشت شده از جمله ميانگره
  . دادند ساختارهاي شبه جنينيبرشهاي ريز غده تشكيل 

Garcia  وMartinez )9( در زمينه  ارشهايي كهدر اغلب گز
به منظور تحريك باززايي در  ،جنينهاي سوماتيكي داشته اند
. كرده اند استفاده GA3از  محيط كشت گياهچه اي

قدرت  در مطالعه خود) Millam )25و  Sharmaبرعكس 
, گياهچه ها وسيله تكرار واكشته بباززايي را  و توان

ت و انتخاب مواد سالم گياهي به عنوان قطعه جداكش
 همتحقيق  ايندر  .بالا برده انداز محيط  GA3حذف 

علاوه  .گرفترا مورد استفاده قرار  دو روش فوق تلفيقي از
 از آنها) هفته اي 4(از گياهچه هاي سالم و تازه  بر استفاده

نيز ) Aمحيط ( GA3به عنوان يك عامل محرك باززايي از 
ايي با امكان بازز Cعلاوه در محيط ه ب .ه شدبهره گرفت

ي تمامي قطعات جداكشت وجود يي بسيار بالا براآكار
هم درصد بالايي از ) Douglass )24و  Seabrook .دارد

. كرده اندگزارش سيب زميني برخي از ارقام  درباززايي را 
محيط مورد استفاده توسط آنها شامل دو محيط داراي 
اكسين و بدون اكسين بود در حالي كه در اينجا تنها با 

ستفاده از يك محيط درصد بالايي از باززايي براي ارقام ا
با اين وجود زمان لازم براي . آمد به دستاگريا و مارفونا 

همانند گزارش  Cباززايي در محيط يك مرحله اي 
Seabrook  وDouglass )24 (16  روز بود كه بسيار  30تا

 Martinezو  Garciaتر از زمان گزارش شده توسط  سريع
نظر مي رسد استفاده ه همچنين ب. )9( مي باشد )وزر 150(

 Aاز سيتوكينن و حذف اكسين در مرحله دوم كشت محيط 
   .نقش مهمي در باززايي داشته باشد

به دليل بالا بودن  Cك مرحله اي يدر مجموع، محيط 
جداكشت قطعه  هر سه نوع  درصد و سرعت باززايي

در الاي آن و ريزغده و همچنين كارآيي ببرگ  ،ميانگره
 كشت مورد هر دو رقم آگريا و مارفونا، به عنوان محيط
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High frequency plant regeneration from leaf, internode and 
microtuber explants of potato (Solanum tuberosum L.) 
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Abstract 

Potato is one of the most important crops in Iran. Optimization of tissue culture in order 
to achieve high frequency regeneration is the first step for genetic transformation. Here, 
regeneration of two important potato cultivars that are widely cultivated in Iran (Agria 
and Marfona) was investigated. Internodes, leaves, and microtubers explants of potato 
were treated with different hormone components. It was found that in the medium A, 
regeneration efficiency of internodes and leaves explants at 1mg/l TDZ is higher than 
the other TDZ concentrations. In the medium C, regeneration percentage of internodes 
(95.8% in Agria, 100 % in Marfona), leaves (83.3 % in Agria, 91.6 % in Marfona) and 
microtubers (82.6 % in Agria, 86.3 % in Marfona) has shown more efficient than 
medium A. On the other hand, regeneration time in medium C was 35 days less than 
that in medium A. We observed different stages of somatic embryogenesis for all 
explants at C medium. Finally, we were recommended the medium C as an efficient 
medium for high regeneration of these cultivars of potato.  

Keywords: Embryogenesis, Internod, Leaf, Microtuber, Regeneration, Solanum 
tuberosum 
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