
Tissue culture techniques

تکنیک ها و کاربردهای کشت بافت

1



ریز ازدیادی

Micro-propagation

از ریز ازدیادی شامل تکثیر مشابه اصل ژنوتیپ مورد نظر با استفاده

.تکنیک های درون شیشه ای است

تولید انبوه باعث کاهش قیمت تمام شده هر گیاهچه میگردد.
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کشت گره
Node culture
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Suspension Culturesتعلیق یاخته ای                             

oه کشت تعلیق یاخته ای شامل یاخته ها و مجموعه های یاخته ای می باشد ک

.در یک محیط آبگونه غیر ساکن در حال تعلیق و رشد هستند

o فاکتورهای که کشت کالوس را تحت تاثیر قرار میدهند در موفقیت

.سوسپانسیون سلولی نیز تاثیر دارند

oول گونه های دولپه پاسخ بهتری نسبت به گونه های تک لپه به کشت سل

.داشته اند
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Agitationهم زدن  

مجموعه سلولی را به اندازه های با تراکم کم کاهش•

میدهد

یط تنظیم یکنواختی سلول ها و توده سلولی در مح•

کشت

تنظیم تبادل گازی•
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محیط کشت

مشابه کشت کالوس•

Gamborg B5اغلب محیط •
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کاربرد کشت های سلولی و تعلیق یاخته ای

بررسی فاکتورهای موثر بر تولید متابولیت های مختلف

نقش ترکیبات و متابولیت های مختلف

تولید متابولیت های ثانویه
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Secondary metabolitesهای ثانویه      متابولیت

از داردمتابولیت های اولیه ترکیباتی هستند که گیاه جهت زنده مانی به آنها نی  :

چربی ها–کربوهیدرات هاپروتئین ها 

گیاه ندارندمتابولیت های ثانویه ترکیباتی هستند که نقش کلیدی در متابولیسم

رای برخی ترکیبات ثانویه نقش محافظت کننده از میکروب ها و حیوانات را ب

گیاه دارند

ا متابولیت های ثانویه در صنایع داروسازی، به عنوان رنگ و طعم دهنده غذاه

و در عطریجات به کار می روند

الوئیدها و این ترکیبات شامل ترپن ها،  گلایکوسیدها، ترکیبات استروئیدی، آلک

می باشند.. 
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تولید رنگدانه

برخی کشت های سلولی منجر به تجمع رنگدانه های خاصی می گردد.

 به عنوان مثالLithospermum erythrorhizon تولید رنگدانه قرمز

.می کند که در صنایع آرایشی به کار می رودshikoninرنگ 

ه کار سایر کشت های سلولی در تولید آنتوسیانین، رنگ های آبی فلاونوئید ب

.میروند که در صنایع غذایی به کار می روند
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روشنایی زرد رنگ و در تاریک رنگدانه در Oxalis reclinataکشت کالوس 
قرمز آنتوسیانین تولید می کند
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Protoplast cultureپروتوپلاستکشت 
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oلوگیری وظیفه اصلی دیواره سلولی تنظیم فشار دیواره بر پروتوپلاست و ج

.از جذب بیش از حد آب و ترکیدن سلول است

oیپید استدیواره سلولی ترکیبی از سلولز، همی سلولز، پکتین، پروتئین و ل.

o سلولز پلی مرD-glucose پلی مری از )، همی سلولولز شامل گزیلان

.است( چند منوساکارید

oسید استپکتین پلی ساکاریدی حاوی گالاکتاز، آرابینوز و گالاکتورونیک ا.

دیواره سلول گیاهی
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دلایل انجام کشت پروتوپلاست یا امتزاج آن 

ل با امتزاج پروتوپلاست می توان هیبریدهای گیاهی تولید نمود که به دلی

.  شوندناسازگاری در حالت طبیعی  یا سایر روش های اصلاحی نمی توانند تشکیل

ه پروتوپلاست جدا شده کاندیدای مناسبی جهت وارد ساختن اجزای بیگانه ب

، DNAاین اجزا شامل هسته،میتوکندری، کلروپلاست، . سیتوپلاسم است

.پلاسمید، باکتری و ویروس ها می باشد

پروتوپلاست می تواند به منظور مطالعه دیواره سلولی استفاده گردد.
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پروتوپلاستتهیه 

 مورد نیاز سلولاسمزیتهیه محلول با فشار

 میبه شکل مکانیکی یا آنزیپروتوپلاستآزاد سازی

خالص سازی

 نامیهسنجش قوه

 حاصلهپروتوپلاستتعیین غلظت

کشت در محیط مناسب

باززایی
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 قبل از حذف دیواره سلول باید سلول ها را در یک محلول ایزوتونیک

.  پلاسمولیزکننده  قرار داد

 ید از الکل های گیاهی هستند که توسط گیاهان تول% 13مانیتول یا سوربوتول

.میگردند و معمولا برای این منظور استفاده می گردند

بهتر است قبل از شروع کار غلظت های مختلف این مواد را آزمود

(وزنی به حجمی15-8%)
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پروتوپلاستجداسازی مکانیکی 

برش بافت های پلاسمولیز شده خارج سازی پروتوپلاست

این روش عملی سخت است که کارایی پائینی دارد.

توپلاست مزیت این روش این است که تاثیرات منفی آنزیم ها بر متابولیسم پرو

.اعمال نمی گردد
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پس از کاربرد آنزیم ها کارایی بیشتری در حصول پروتوپلاست یکسان و یکدست

حذف بقایای سلولی دارد

ادی پروتوپلاست از منابع مختلف مثل مواد گیاهی گلخانه، مزرعه، گیاهان ریزازدی

.حاصل می گردد... شده و 

:قاعده کلی

تهیه مواد گیاهی استریل

غوطه وری در شرایط اسمزی مناسب

تسهیل نفوذ آنزیم

تیمار آنزیمی

 (حذف بقایای آنزیم ها و اجزای سلول)خالص سازی پروتوپلاست های جدا شده

انتقال به محیط کشت مناسب

پروتوپلاستجداسازی آنزیمی 
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  از ( ماکرومتر64اندازه منافذ )پروتوپلاست ها با گذرانیدن از یک صافی نایلونی

.خالص می گردند... بقایای ناخواسته، سلول های هضم نشده، دیواره سلولی و 

 دقیقه سانتریفیوژ انجام  می شود5سپس.

پروتوپلاست در ته لوله جمع می شود.

پروتوپلاست در محیط کشت حل شده

.بار تکرار می شود3و این پروسه ( مانیتول% 13حاوی )

پروتوپلاست جهت سنجش قوه نامیه

.و غلظت مورد بررسی قرار می گیرد

ال به جدا شده از اجزای سلولی و بقایای آنزیم ها جهت انتقپروتوپلاستخالص سازی 

محیط مناسب
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تپروتوپلاسنامیهسنجش قوه 

Fluorescein diacetate /UV microscopy 

توسط فقط درون پلاسمالمای پروتوپلاست  های دارای قوه نامیه تجمع می یابند و: ردیاب های فلورسانس

.میکروسکوپ قابل تشخیص هستند

Evans blue

نفوذ . پروتوپلاست های سالم و دارای قوه نامیه رنگ آبی را از خود خارج می سازند: رنگ آبی ایوان

.ناپذیری سلول به رنگ آب ایوان حاکی از زنده بودن سلول می باشد
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Endosperm culture

اندوسپرمکشت 
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 به استثنایOrchidaceae  ،Podostemaceae و

Trapaceaeد که در سایر نهاندانگان بافت اندوسپرم تشکیل می شو

فای تا زمان نمو کامل جنین یا حتی بلوغ بذر به عنوان منبع غذایی ای

.نقش می کند

بافت اندوسپرم تریپلوئید و حاوی ترکیب سه سلول

دو سلول از مادر و یک سلول از پدر
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اندوسپرمکاربردهای کشت 

 انده متعددی از گونه های گیاهی حاصل شدتریپلوئیدتاکنون گیاهان 1965از سال.

 طلوب به مصفتیدر صورتی که حضور بذر در گیاه اهمیتی نداشته باشد یا بی بذری

.درا تولید نموباارزشیمحصولات تریپلوئیدشمار رود می توان با تولید گیاهان 

 ه منجر به بالایی هستند کتوتیپوتنسیو دارای توان تریپلوئیداندوسپرمسلول های

.تولید گیاهان سه گان در یک مرحله می گردد

 ودحاوی مواد غذایی بوده که در حین جوانه زنی به بذر منتقل می شاندوسپرمبافت  .

ز فراهم می و  متابولیسم ترکیبات اصلی گیاهی را نیبیوسنتزدر نتیجه امکان بررسی 

.سازد
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Endosperm cultureاندوسپرمکشت 

سپرم به منظور کشت اندوسپرم بالغ باید میوه را استریل نموده، اندو

را به همراه جنین و در شرایط استریل خارج نمود

به منظور کشت اندوسپرم نابالغ بذر ها را استریل کرده و بافت

می اندوسپرم با دقت در شرایط استریل و زیر میکروسکوپ از آن خارج

.گردد

بهتر است بافت اندوسپرم عاری از بقایای جنین باشد

ئید در غیر این صورت در نمونه های کالوس حاصل شده بافت تریپلو

مگنی اندوسپرم مخلوط با بافت دیپلوئید جنین بودن و کشت خالص و ه

.حاصل نمی گردد
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Gametophyte cultureکشت گامت ها  
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هدف

امت نر یا تولید گیاهان هاپلوئید با القای جنین زایی از تقسیمات مکرر گ

.دانه گرده نابالغ

کروموزم های سپس توسط کلشی سین دوبرابر می گردد.

نتیجه دستیابی به گیاهان دیپلوئید هموزایگوس بارور است.
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ا گیاهان هاپلوئید حاصله یک کپی از کروموزوم ها دارند در نتیجه تمام صفات ر

بروز می دهند چون نسخه مقابل شان جهت پوشش دادن صفات را ندارند

 کشت بساک را اغلب آندروژنزیز می نامندAndrogenesis

وئید نام اگر نمونه اولیه تتراپلوئید باشد نمونه حاصله دیپلوئیدی است که دی هاپل

Di-haploidدارد 

قبل از وقوع اولین تقسیم میتوز در دانه گرده: میکروسپور

بعد از وقوع میتوز: دانه گرده
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Anther culture   کشت بساک
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گیاهان مادری

در کشت بساک توجه به وضعیت فیزیولوژیک گیاهان مادری

...(فتوپریود، دما، کاربرد آفت کش ها و )حائز اهمیت می باشد 

 به منظور کشت بساک از گل ها در هنگام شروع شکوفایی

.استفاده می گردد

است برخی گزارش ها حاکی از موفقیت بیشتر کار با نمونه هایی

.رشد یافته انددر شرایط روز کوتاه و شدت نورهای بالا که 

28



واکنش گیاهان مختلف

 قبل از تقسیم میتوزPre-mitotic

اده ولی در برخی گیاهان بهترین پاسخ زمانی بوده که بساک تقسیم میوز را صورت د

(Hyoscyamus)هنوز تقسیم میتوز گرده شروع نشده  

 در حین تقسیم میتوزMitotic

توز در برخی گیاهان بهترین پاسخ زمانی بوده که بساک در زمان شروع تقسیم می

(Nicotiana tabacum)گرده بوده 

 بعد از شروع تقسیم میتوزPost-mitotic

رده بوده در برخی گیاهان بهترین پاسخ زمانی بوده که بساک بعد از تقسیم میتوز گ

(Atropa belladonna)

مرحله رشدی بساک و دانه گرده

 مرحله رشدی بساک از جمله عوامل مهم در حصول گیاهان هاپلوئید از کشت

.بساک است

29



پیش تیمارها

مهمی تحقیقات نشان داده که پیش تیمار گل ها و گل آذین در مرحله مورد نظر نقش

در بهبود تولید جنین داشته است

پیش تیمار دمایی  :

یا ( Nicotiana Datura)درجه سانتی گراد 3-10روز در دمای 30-2

(Capsicum)درجه 35

غوطه وری گل آذین های در آب به مدت چند روز

 دور در ثانیه3-5سانتریفیوژ بساک ها

استفاده از خلا
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 اک یا محیط مایع کشت شده تا بسآگاربساک های جدا شده روی محیط حاوی

مراحل نمو خود را طی کند

دانه گرده از بساک جدا گردیده

ه و دانه گرده را توسط روش مکانیکی یا آزاد شدن طبیعی دانه گرده برداشت

سپس روی محیطی مایع کشت می شود
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مزایا و معایب گیاهان هاپلوئید

مزایا

ژنوتیپ= فنوتیپ

 هاکروموزومحضور یک سری از

 هاموتانتتسهیل غربال گری

ودها حاصل می شکروموزومپس از دو برابر سازی هموزایگوسهای دیپلوئید

ی زمان لازم برای رسیدن به این گیاهان چند هفته است در حالی که در روش ها

لازم استخودگشنیاصلاح سنتی چند نسل 

عیب

o ممکن است دانه گرده حاوی ژن های کشنده ای باشد که در صورت لقاح با

تخمک هیچ گاه فرصت تظاهر نیابد
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دوبرابر کردن تعداد کروموزم ها

باززایی از طریق کشت بافت:

قابلیت تولید گیاهان هاپلوئید و دیپلوئید را دارندبرگ های مسن 

 القای شیمیایی توسط کلشی سینColchicine

ئید میسر می با استفاده از این ماده بر جنین گیاه هاپلوئید امکان دسترسی به گیاه دیپلو

گردد

24-48به مدت % 0.5فروبری بساک گیاهچه های تازه تشکیل شده در کلشی سین 

ساعت

بر لانولین به منظور کاربرد بر جوانه های جانبی% 0.4یا استفاده از کلشی سین 

 استفاده از برخی علف کش ها مثلOryzaline  یاAmiprophos-methyl
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موتاسیوناصلاح توسط روش 
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نگهداری و انتقال ژرم پلاسم


