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  زمينيسيبكشت مريستم راهنماي 

  هاي بذري عاري از ويروس به منظور توليد غده 
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  مقدمه:

نام علمي   سيب با  زراعي  و    .Solanum tuberosom Lزميني  هتروزيگوس  اتوتتراپلوئيد و 

سيب زميني بعد از گندم، برنج، ذرت و جو پنجمين محصول    باشد.كروموزوم مي   n٢= x٤=٤٨داراي  

ميليون تن   ٥) ايران با توليدي در حدود  ٢٠٠٨(  FAOبر اساس آخرين آمار باشد.كشاورزي دنيا مي 

است.   جهان  در  زميني  سيب  توليدكننده  گياه  سيزدهمين كشور  اين  كشت  زير  در    در سطح  دنيا 

 ,FAOميليون تن رسيده است(  ٤٩/٣٢٤ميليون هكتار و توليد آن به    ٠٢٦/١٩حدود    ٢٠٠٥سال  

  هزار   ١٤٩معادل    ١٣٨٦زراعي    در سالدر ايـران سـطـح زيـر كـشـت سـيـب زمـيـنـي    ).2007

و    بيشترين ميزان سطح  فرنگيميليون تن بوده است كه پس از گوجه   ٤بيش از  آن  و توليد  هكتار  

آمار نامه كشاورزي،  (  داشته است ١٣٨٥- ٨٦توليد محصول را در بين انواع سبزيجات در سال زراعي  

سيب  ).١٣٨٧ توليد  مشكلات  مهمترين  از  يكي  ويروسي  شمار   زمينيعوامل  به  جهان  و  ايران  در 

زميني  توجهي به محصول سيبهاي قابلتنهايي يا به صورت تركيبي، خسارتروند. اين عوامل به مي 

مي  حدود  وارد  تاكنون  شبه   ٢٣نمايند.  ارگانيسم  و  شده  ويروس  شناخته  در  ويروسي  كه  اند 

زميني  د، يك گياه منفرد سيبهاي موجو نمايند. بنابر برخي از گزارش زميني ايجاد بيماري ميسيب

ويروس مي  به  آلودگي  شود.  آلوده  ويروس  نوع  پنج  تا  چهار  با  كاهش  تواند  مهم  دلايل  از  يكي  ها 

سيب محصول  در  به عملكرد  است؛  تا  طوري زميني  بعضاً  عملكرد  كاهش  اين  نيز    ٧٥كه  درصد 

از آنجايي  مي  ويروس رسد.  با  بنابراين  زميني در مزرعه تقرهاي سيبكه مقابله  يباً غيرممكن است، 

بهترين راه مبارزه با آنها پيشگيري است كه اين عمل از طريق كشت بذور عاري از ويروس صورت  

روش مي  تاكنون  سيبگيرد.  ويروس  از  عاري  بذري  هاي  غده  توليد  براي  مختلفي  زميني  هاي 

هاي  يا به همراه تكنيك پيشنهاد شده است كه مهمترين آنها عبارتند از: كشت مريستم به تنهايي  

ست كشت  يباترموتراپي، شيميوتراپي و الكتروتراپي. بنابراين در صورت اعمال هر تكنيكي نهايتاً مي 

  مريستم انجام گردد.  
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  مباني كشت مريستم  واصول 

از   بيش  به  جهان  در  مريستم  كشت  مي   ٥٠سابقه  واقع  سال  در  سال  رسد.  و    ١٩٥٢در  مورل 

ويترو، كشت مريستم    ) براي حذف ويروس از گل لاله در شرايط اينMorel & Martinمارتين ( 

) وايت  كشت  محيط  دو  مريستم،  كشت  براي  اوايل  در  اگرچه  نمودند.  ابداع  گاترت  Whiteرا  و   (

)Gautherrt(     كشت محيط  نمكي  تركيب  اما  داشتند،  را  استفاده  اين    MSبيشترين  در  نيز 

ها با استفاده از اين  وري كه در حال حاضر اكثر پژوهش طبخش بوده است به   ها بسيار رضايت كشت

) براي اولين بار روش كشت در محيط مايع  ١٩٦٦(   Goodwinمتعاقب آن    گيرد. محيط صورت مي 

سيب بافت  كشت  در  كشت  را  در  همچنان  روش  اين  آن،  كارآيي  دليل  به  كه  كرد  گزارش  زميني 

  گيرد. زميني مورد استفاده قرار مي مريستم سيب 

متـر ميلي  ٢٥/٠  –  ٣/٠متر و طول تقريبي  ميلي  ١/٠با قطر تقريبي    د يستم يك بافت قبه ماننمر

ها معمـولاً مها قرار دارد. مريستاست كه در ناحيه انتهايي نوك ساقه و در محور ساقه در زاويه برگ

. در متر) پوشيده شده استميلي  ١/٠  –  ٥/٠كوچك و پريمورديا (ساختاري به قطر    يهاتوسط برگ

ها وجود ندارند و يا تعداد آنها كم است، دلايـل مختلفـي ذكـر ها در مريستممورد اينكه چرا ويروس 

  شده است كه مهمترين آنها عبارتند از:

د سلول از طرف ديگر ـيـولـروس از يك طرف و تـبين توليد قطعات ويرقابت م  ـتـسـريـدر م  - ١

هاي مريسـتمي، ظرفيـت سـنتز اسـيدهاي نوكلئيـك، وجود دارد. در هنگام تقسيم سلولي، در بافت

 Mellor and)شود كه اين موضوع باعث ممانعت از تكثير ويروس مي شـودصرف توليد سلول مي

Stace-Smith, 1969).  

هـاي هاي آوندي در مريستم و همچنين عدم وجود فضاهاي بين سلولي در بافتفقدان بافت  - ٢

  .(Mellor and Stace-Smith, 1969) ناحيه مي گردد مريستم مانع از انتقال ويروس به اين
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ــن فرضــيه مطــرح گشــت كــه احتمــالاً وجــود غلظــت بــالاي اكســين و  ١٩٦٠در دهــه  - ٣ اي

 Mellor) ن، مانع از نفوذ قطعات ويروس و يا باعث غيرفعال شدن آنهـا مـي شـودـنـيـوكـتـيـس 

and Stace-Smith, 1969).  

هـاي مريسـتمي هـا در بافتها مورد نياز اسـت، ايـن آنزيميكسري آنزيم براي تكثير ويروس   - ٤

  .(Mellor and Stace-Smith, 1969) د وجود ندارن

شـود ها وجود دارد كه همين مواد بازدارنده باعث ميطبيعي در مريستم  همواد بازدارند   برخي  - ٥

  ).Martin-Tanguy et al., 1977( د ها در مريستم كم باش كه غلظت ويروس 

ها از طريق كشت مريستم عدم وجود سيسـتم ارد فوق، مهمترين دلايل حذف ويروس در بين مو

هاي ها به انتهاي مريستم و سرعت بالاي تكثير سلولآوندي و پلاسمودسماتاها براي حركت ويروس 

  مريستمي ذكر شده است.

  

  زميني كشت مريستم در سيب 

سيســتم كشــت بافــت  ســازيهــاي زيــادي در خصــوص بهينهمــيلادي گزارش  ١٩٩٠در دهــه 

هاي متعددي براي كشـت پروتكل ،هاگزارش اين  در زميني و ريزازديادي آن منتشر شده است.سيب

منظور توليد بذر عاري از ويروس ارائه شده است كه اكثر قريب به اتفاق زميني بهسيب  ستميبافت مر

كشـت بـر  ط يمح باتيو ترك  پيژنوت  ريثأاند. اما با توجه به تاستفاده كرده  MSآنها از محيط كشت  

مذكور در ارقـام   ط يكردن مح  نهيدر خصوص به  ياديتحقيقات ز  ،ياديزازديكشت بافت و ر  يبازده

ترين تحقيقـات در ايـن زمينـه، بررسـي ميـزان و نـوع مختلف صورت گرفته است. يكي از متـداول

هاي موجـود زارش زميني است. در ذيل به برخي از گدر كشت مريستم سيبهاي رشد  كنندهتنظيم

  اشاره شده است:

 Nagib) هاي رشـد كينتـين، كننـده) تأثير تركيبات مختلـف تنظيم٢٠٠٣و همكارانGA3  و

BA  زميني (ديامانت، كاردينال، مولتا و لالپكري) مورد بررسـي را بر كشت مريستم چهار رقم سيب
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را در گياهـان رشـد يافتـه از قرار دادند و صفات تعداد ساقه، تعداد ريشه، طول ساقه و طول ريشـه  

و   GA3گـرم در ليتـر  ميلي  ٥/٠گيري نمودند. آنها گزارش كردند كه تركيـب  كشت مريستم اندازه

بـراي كشـت   Feistritzerگرم در ليتر كينتين بيشترين كارآيي را در اين ارتباط دارد.  ميلي  ٠٤/٠

گرم ميلي ٠١/٠و  ١/٠ به ميزان IBAو    ABAحاوي    MSزميني محيط كشت  مريستم ارقام سيب

و   NAA  ،IAA) گـزارش كردنـد كـه تركيـب  ١٩٩٧(  Stasaو    Merjaدر ليتر را پيشنهاد كرد.  

) ١٩٧٧(  Pisiو    Maraniزميني دارد.  كينتين عملكرد بهتري بـراي كشـت مريسـتم ارقـام سـيب

كشت   عنوان محيط كشت مناسب برايبه  MSرا در محيط تغييريافته    BAگرم  ميلي  ١استفاده از  

 ٢) گزارش كردند كه اضافه كردن ١٩٩٦و همكاران ( Hoqueزميني پيشنهاد كردند.  مريستم سيب

ها و كـاهش ارتفـاع به محيط كشت سبب افزايش تعداد ساقه و توسعه گره BAPگرم در ليتر ميلي

و همكـاران و  Bajajو همچنـين   Pisiو    Maraniشـود.  زميني ميساقه در كشت مريستم سـيب

Zaman   گـرم در ليتـر ميلي ١و همكاران گزارش كردند كه اضافه كردنIBA  بـه محـيط كشـت

دهـد. در پروتكـل ارائـه شـده توسـط مركـز داري افزايش ميبازدهي كشت مريستم را به حد معني

گـرم در ميلي ٥/٠مايع حاوي  MS) محيط كشت CIPزميني (المللي تحقيقات سيبتحقيقات بين

زميني پيشنهاد شده است. احمديان ط كشت برتر در كشت مريستم سيببه عنوان محي  GA3ليتر  

و ساكارز را در توليد ريز غده سيب زمينـي بررسـي كردنـد و تفـاوت   BAPو همكاران اثرژنوتيپ ،

و ساكارز گزارش نمودند. ضـمن اينكـه در   BAPو اثر متقابل    BAPداري در سطوح مختلف  معني

گانه ژنوتيـپ، نوتيپ براي صفت طول ريز غـده و اثـر متقابـل سـهاين تحقيق اثر متقابل ساكارز و ژ

  دار بود.نيز معني BAPساكارز و 

هاي كنندههاي مختلف تنظيمهاي مختلف نوع و غلظتشود در گزارش همانگونه كه مشاهده مي

زميني پيشنهاد شده است كه اين موضـوع ناشـي از رشد براي افزايش راندمان كشت مريستم سيب

  اثر متقابل شديد بين ژنوتيپ و محيط كشت در اين ارتباط است. وجود 
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  زميني روش كشت مريستم سيب 

داشت بروي آنها انجام  مزرعه به طور جداگانه كشت و عمليات    يا زميني در گلدان  غده هاي سيب

به  ها براي استخراج مريستم از گياهان مادري جدا و ساقه  ،ماه از زمان كشت  ٥/١حدود پس از  شود.

  ند.  وآزمايشگاه منتقل ش 

.  ه،هاي داراي گره به وسيله آب معمولي شسته شد ها جدا و ساقهها از ساقهدر آزمايشگاه برگ 

مدت   به  الكل    ٣٠سپس  در  و    ٧٠ثانيه  هي  ١٥  –  ١٧درصد  محلول  در  سديم  پ دقيقه    ١وكلريت 

ا آب مقطر استريل در  ها سه مرتبه باز آن ساقه   بعد ند.  ودرصد حاوي چند قطره توين ضدعفوني ش 

  .شستشو گردند  در زير ايرفلو لامينار كابينت شرايط كنترل شده 

آن ساقه  از  بينوكولار برگ پس  زير  در  داده شده و  برش طولي  پريمورد  يهاها  و  به  ياضافي  اها 

مريستم  انتهاي  و  شده  جدا  اسكالپل  اندازه  وسيله  در  و  متر  ميلي   ٢/٠  –  ٥/٠ها  شده  در  بريده 

پايه  داراي  آزمايش    هايه لول كشت  تنظيم   MSمحيط  رشد  حاوي  هاي  با    GA3و    BAكننده 

  ٢٥تا    ٢٢ها در داخل اتاق رشد با دماي  اين لوله   .قرار گيرند ميلي گرم در ليتر    ١و    ٣هاي  غلظت

  ند تا رشد نمايند.وساعت تاريكي قرار داده ش  ٨ساعت روشنايي و   ١٦درجه سانتيگراد و فتوپريود 

اندازه مريستم از آنجايي   و  كه  بوده  نيستند،  غالباً  ها كوچك  به رشد  قادر  محيط جامد  بهتر  در 

ور شدن و از بين رفتن  د. البته براي جلوگيري از غوطه و يط مايع استفاده ش حبراي كشت از م است  

    . گردددر محيط كشت استفاده شكل Mهاي كاغذي ها از پل اكسپلنت

مرحل  بعد در  ن  هتوليد شد هاي  ، گياهچه ه  در محيط كشت   يا جامد   مه جامد ياز كشت مريستم 

براي تكثير گياهچه   ه قرار گرفت نمايند. نهايتاً  توان از كشت تك گره در  هاي توليد شده مي تا رشد 

  كننده رشدي استفاده كرد.بدون هيچ تنظيم  MSمحيط كشت 

  

 مراحل كشت مريستم ارائه شده است.  ٩تا   ١هاي در ادامه در شكل
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  استريل كردن ساقه ها با هيپوكلريت سديم  – ١شكل 

  

  

  

  

  

  

  

  

  وسايل مورد نياز براي كشت مريستم در زير هود آزمايشگاهي  -٢شكل 
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  برش طولي ساقه جهت استقرار بهتر آن براي مريستم برداري  -٣شكل 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  هاي پوشاننده مريستم در زير بينوكولار كندن برگ -٤شكل 
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  تصوير يك پريمورديا زير بينوكولار  –٥شكل 

  

  

  

  

  

  

  

  

  نوك مريستم زير بينوكولار (ساختار گنبدي شكل)  -٦شكل 
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  نوك مريستم جداشده توسط اسكالپل زير بينوكولار  -٧شكل 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  شت مايعدر لوله آزمايش حاوي پل كاغذي و محيط ك  هقرار دادن مريستم جدا شد  -٨شكل 

  



 ١٠

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  مريستم كشت شده بر روي پل كاغذي  -٩شكل 
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