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 تخمدان در ارقام  ۀتولید جنین سوماتیکی و باززایی گیاه با استفاده از ریزنمون

  سفید، شاهرودی و فلیم سیدلس ۀدان بی انگور یاقوتی،
 

  4و منصور امیدی 3مسعود میرمعصومی ،*2، علی عبادی1جمال محمود امیر

 ، کرجکشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه تهرانپردیس ، و استاد، مربی ستاددانشجوی سابق کارشناسی ارشد، ا .4و  3، 2، 1

 (31/11/1322تاریخ تصویب:  - 11/6/1322 )تاریخ دریافت:

 

 چکیده

دانۀ سفید، شاهرودی و فلیم  زا در چهار رقم انگور شامل یاقوتی، بی منظور تولید کالوس جنین به

های  با غلظت MSشت آوری و در محیط ک جمع Vو  IIIهای تخمدان در دو مرحلۀ  سیدلس، ریزنمونه

های مختلف  با غلظت MSکشت شدند. برای تمایزیابی جنین از محیط کشت  BAPو  D-2,4متفاوت 

IAA  وBAP های تخمدان در مرحلۀ  آوری ریزنمونه استفاده شد. نتایج نشان داد که جمعV  بالاترین

 5/4به همراه  MSکند. محیط کشت  درصد تولید جنین سوماتیکی را در همۀ ارقام ایجاد می

به  MSزا و همچنین محیط کشت  در تولید کالوس جنین BAPمیکرومولار  1/1و  D-2,4میکرومولار 

در مرحلۀ تمایز جنین بهتر از بقیۀ تیمارهای  BAPگرم در لیتر  میلی 1و  IAAگرم در لیتر  میلی 2همراه 

دانۀ سفید در زمان دوم  یهورمونی بودند. بیشترین تولید جنین سوماتیکی در ارقام یاقوتی و ب

و کمترین درصد تولید جنین سوماتیکی در ارقام شاهرودی و فلیم سیدلس در زمان  (v)آوری  جمع

های  منظور تولید گیاهچه و باززایی گیاه، جنین ریزنمونه به دست آمد. به (III)آوری  اول جمع

شدند. در این  منتقل BAPیتر گرم در ل میلی 1حاوی  MSشده در مرحلۀ اژدری به محیط کشت  تولید

 ها جوانه زدند. محیط کشت بیشتر جنین

 

 . زایی سوماتیکی، ریزنمونۀ تخمدان انگور، باززایی، جنین :های کلیدیواژه

 

 مقدمه

های  در آن سلول فرایندی است که سوماتیکیزایی  جنین

سوماتیکی به جنینی که از لحاظ مورفولوژی مشابه با 

شوند  است، تبدیل می جنین حاصل از تلقیح

(Ammirato et al., 1983)زایی سوماتیکی  . جنین

توان به حفاظت از منابع  کاربردهای زیادی دارد که می

، انتقال ژن برای (Gary & Compton, 1993)ژنتیکی 

 ,.Scorza et al)بهبود کمّیت و کیفیت میوة انگور 

 ,Greshoff & Doy( و بررسی تنوع سوماکلونال )1995

تأثیر  ( اشاره کرد. تولید جنین سوماتیکی تحت1974

فاکتورهای مختلف مانند ژنوتیپ، نوع ریزنمونه، زمان 

های  آوری ریزنمونه، محیط کشت و هورمون جمع

بار از  گیرد. در انگور برای اولین رفته قرار می کار به

 Srinivasan) ریزنمونۀ پرچم جنین سوماتیکی ایجاد شد

& Mullins, 1976)های  ز آن زمان تا امروز ریزنمونه. ا

تخمک ، (Das et al., 2002) مختلفی مانند برگ

(Srinivasan & Mullins, 1980) دمبرگ ،(Martinelly 

et al., 1993) پیچک ،(Salunkhe et al., 1997) پرچم ،

(Salunkhe et al., 1999; Perl et al., 1995 Mauro et 

al., 1986;های ساقه  (، گره(Maillot et al., 2006) ،

 Zhu) ، پروتوپلاست(Xu & Lu, 2009) بافت پوشش بذر

et al., 1997) و تخمدان (Carimi et al., 2005; 

Gambino et al., 2007)  برای تولید جنین سوماتیکی

های مختلف  در انگور استفاده شده است که در آزمایش
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ها، ریزنمونۀ تخمدان بود. در  یکی از بهترین ریزنمونه

ها  ها ریزنمونۀ تخمدان با سایر ریزنمونه یشتر گزارشب

مقایسه شده و این ریزنمونه تولید جنین سوماتیکی 

 Gambino et al., 2007; Carimiبالاتری را داشته است )

et al., 2005; Lopez-perez et al., 2005). 

آوری ریزنمونه برای تولید  ها، زمان جمع مطابق گزارش

کننده است.  از فاکتورهای تعیینجنین سوماتیکی یکی 

آوری ریزنمونه بیشتر در مورد  کلی، فاکتور زمان جمع طور به

 های زایشی مانند پرچم و تخمدان کاربرد دارد. ریزنمونه

 (2004) Gribaudo et al.  مراحل مورفولوژیکی رشد

آذین انگور را به شش مرحله تقسیم کردند که این  گل

با مرحلۀ میکروسپوری در مراحل مورفولوژیکی مطابق 

ها از این مراحل برای  پرچم است. در بیشتر گزارش

آوری ریزنمونۀ پرچم و  تعیین زمان مناسب برای جمع

آوری  اند. در مورد زمان جمع تخمدان استفاده کرده

 ,.Vidal et al) ریزنمونۀ تخمدان فقط یک گزارش

آوری  وجود دارد که بیان کرده است که جمع (2009

مونۀ تخمدان در مراحل چهارم و پنجم مطابق ریزن

سبب تولید درصد  .Gribaudo et al (2004)پروتکل 

بالایی جنین سوماتیکی نسبت به مراحل دوم و سوم 

شده است. تنها استثنا رقم سلطانینا بوده است که 

مرحلۀ دوم برای این رقم نتیجۀ بهتری را ایجاد کرده 

تأثیر  وری تحتآ است. از آنجا که عامل زمان جمع

برای  رسد که لازم است گیرد به نظر می ژنوتیپ قرار می

تولید بیشترین جنین سوماتیکی از این ریزنمونه زمان 

آوری ریزنمونه در هر رقم مشخص  مناسب برای جمع

شود. از دیگر عوامل مهم برای تولید جنین سوماتیکی 

رفته در محیط کشت  کار های به نوع و نسبت هورمون

دلیل شرایط فیزیولوژیکی خاص هر رقم،  که بهاست 

ها لازم است. بنابراین، ضروری  ای از هورمون غلظت ویژه

 است برای هر رقم سطح مناسب این عوامل تعیین شوند.

ثیر دو زمان مختلف أبررسی ت با هدف پژوهشاین 

های مختلف  تخمدان، نوع و غلظت ۀنمونآوری ریز جمع

زا و همچنین تولید  س جنینکالو بر روند تولید هورمون

دانۀ سفید، یاقوتی،  جنین سوماتیکی در ارقام انگور بی

 لیم سیدلس انجام شد.شاهرودی و ف
 

 ها مواد و روش

ها از مرکز تحقیقات گروه علوم باغبانی پردیس  آذین گل

. مطابق ندآوری شد جمعکشاورزی و منابع طبیعی کرج 

ها در دو  نهنموریز .Gribaudo et al (2004) پروتکل

. از لحاظ (3 ند )شکلاز باغ تهیه شد Vو  III ۀمرحل

روز  هشت ،V ۀروز و مرحل 33حدود  ،III ۀزمانی مرحل

 آوری پس از جمع ها بود. شدن گل زمان بازقبل از 

به مدت  در کیسۀ پلاستیکی قرار داده شده و ها، آذین گل

( گراد سانتی ۀدرج 5دمای یخچال )روز در  پنجالی  سه

ها از این دما خارج  ج نمونهیتدر هبسپس . ندشد گهدارین

 .ندو کشت داده شد

 

 
 آوری ریزنمونه . مورفولوژی خوشه، گل، تخمدان و پرچم در دو زمان مختلف جمع3  شکل

ل آوری، ج( وضعیت تخمدان در زمان او آوری ریزنمونه، ب( وضعیت گل در زمان اول جمع الف( وضعیت خوشه در زمان اول جمع

آوری ریزنمونه، ت( وضعیت گل در  آوری، چ( مورفولوژی خوشه در زمان دوم جمع آوری، د( وضعیت پرچم در زمان اول جمع جمع

 آوری آوری، و( وضعیت پرچم در زمان دوم جمع آوری، ن( وضعیت تخمدان در زمان دوم جمع زمان دوم جمع
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، ندته شدشس کاملاً ها آذین ابتدا گل ضدعفونیبرای  

درصد قرار داده   21ثانیه داخل الکل  61سپس به مدت 

مقطر استریل  سه بار با آب ها آذین ، گل. بعد از این کارندشد

سپس به محلول هیپوکلریت سدیم  شده و شو دادهو شست

سه  نهایت  در. نددقیقه منتقل شد 31درصد به مدت   31

 . ندشد دادهشو و مقطر استریل شست بار با آب

 های تخمدان در زیر استریو داسازی ریزنمونهج

 و استریل شده بود UVمیکروسکوپ که توسط الکل و نور 

استریل قرار داشت، با دقت بالا  داخل هود کاملاً

انجام شد. این کار  نمونه آسیبی نرسدکه به ریز طوری هب

ها و سپس جداسازی  با حذف پوشش گل و پرچم

. محیط (3 شکل ) شدانجام  تخمدان از کلاله و خامه

 بود. MSکالوس محیط کشت  یبرای القا انتخابی کشت

گراد به  درجۀ سانتی 333در دمای   های کشت محیط

های  دقیقه اتوکلاو شدند و سپس داخل پتری 34مدت 

توزیع شدند. در مرحلۀ  متر سانتی 31ای با قطر  شیشه

زا فاکتورهای ژنوتیپ )چهار رقم  تولید کالوس جنین

دانۀ سفید، شاهرودی و فلیم سیدلس(،  ی، بییاقوت

میکرومولار و  3و  4/5در دو غلظت  D-2,4هورمون 

میکرومولار ارزیابی  3/3و  3/3در دو غلظت  BAPهورمون 

تیمار مختلف با چهار تکرار روی  36شدند. در این مرحله 

های تخمدان اعمال شد. در مرحلۀ تمایز جنین  ریزنمونه

 BAPژنوتیپ در چهار سطح، هورمون فاکتور  1سوماتیکی 

گرم در لیتر و هورمون  میلی 3و  3در سه غلظت صفر، 

IAA  ،گرم در لیتر بررسی  میلی 3و  3در سه غلظت صفر

 تیمار مختلف با چهار تکرار بود. 16شد. این مرحله شامل 

 3و  4/5در دو غلظت  D-2,4کالوس از  یالقا برای

میکرومولار  3/3و  3/3در دو غلظت  BAPمیکرومولار و 

ریزنمونه کشت  31دیش  در داخل هر پتریاستفاده شد. 

یک تکرار در نظر  منزلۀ دیش به داده شد و هر پتری

 چهارآمده پس از گذشت   دست ههای ب کالوسگرفته شد. 

. محیط ندجنین منتقل شد یابیهفته به محیط تمایز

 برایاستفاده شد.  ها تمایز جنین برای MSکشت پایه 

گرم  میلی 3و  3های صفر،  در غلظت IAA ها تمایز جنین

)بعد از اتوکلاو فیلتر شد و به محیط کشت تمایز  در لیتر

 1و  3های صفر،  در غلظت BAPو  جنین اضافه شد(

 31دیش  در هر پتری .ندگرم در لیتر استفاده شد میلی

ریزنمونه تخمدان کشت و هر  31عدد کالوس حاصل از 

 یها جنین یک تکرار در نظر گرفته شد. منزلۀ پتری به

آرامی با پنس از  بهپس از گذشت یک ماه  شده تولید

 زنی و تولید گیاه به محیط جوانهها جدا شدند و  کالوس

گرم در  میلی 3به همراه  MSکه شامل محیط کشت 

تولید کالوس و  در مراحل .ندمنتقل شد بود، BAPلیتر 

گراد و  سانتی ۀدرج 34ها در دمای  نمونه ،جنینتولید 

ها پس از  جنین حال این با .ندقرار داده شد کامل تاریکی

هزار  3در شرایط نور کننده  شدن از بافت تولید جدا

و داخل شیشۀ  گراد سانتی ۀدرج 34لوکس و دمای 

گرم در لیتر  با یک میلی MSمربایی در محیط کشت 

BAP الوس برداری از مرحلۀ القای ک داده .ندقرار داده شد

 برداری از میزان دادهبعد از کشت ریزنمونه و  ماه یک

جنین دو ماه بعد از انتقال به محیط  های دارای کالوس

شده از  برداری از گیاهان تولید زایی انجام شد. داده جنین

رویشی شش هفته پس از انتقال به محیط  های جنین

صورت فاکتوریل بر پایۀ  این آزمایش به کشت انجام شد.

تکرار انجام شد. هر واحد  5ح کاملاً تصادفی با طر

ازای  یک تکرار در نظر گرفته شد و به منزلۀ دیش به پتری

صورت  ها به ریزنمونه کشت داده شد. داده 01هر تیمار 

درصد محاسبه شدند. برای محاسبۀ درصد تولید جنین 

هایی که جنین سوماتیکی تولید  سوماتیکی تعداد کالوس

شده تقسیم و  های کشت تعداد کل کالوس کرده بودند بر

ها )درصد( قبل از  ضرب شد. داده 311حاصل در عدد 

های افزار ها توسط نرم آنالیز دادهآنالیز نرمال شدند و 

SAS 9.1.3  وMSTATC .انجام شد  

 

 بحث نتایج و
 کالوس یالقا ۀمرحل

زایی  های تخمدان کالوس س از کشت، ریزنمونههفت روز پ

از قسمت  دند. منطقۀ شروع تولید کالوسرا شروع کر

اتصال تخمدان به نهنج بود. پس از یک ماه بیشتر 

ها کالوس داشتند. در این مدت چهار نوع بافت  ریزنمونه

زا  هایی با بافت فشرده که غیرجنین به دست آمد: کالوس

زا نبودند،  های نرم و آبکی که جنین بودند، کالوس

رنگ که در این  د و یا زردهای ترد با ظاهری سفی کالوس

های ریز  ها بعد از گذشت یک ماه جنین نوع کالوس

ها قابل مشاهده بود و در  کروی به تعداد کم بر روی آن

ها نمو کرد و بالاخره  مرحلۀ تمایز، جنین روی آن
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رنگ شدند و در  هایی که در مراحل اولیه سیاه ریزنمونه

نشد که احتمالاً  ها کالوسی تا انتهای این مرحله تولید آن

 ها بود. دلیل آن از بین رفتن سلول

برداری بر تولید کالوس  اثر متقابل ژنوتیپ و زمان نمونه

دار بود. بیشترین تولید  درصد معنا زا در سطح پنج جنین

دانۀ سفید  عدد( و بی 12زا در ارقام یاقوتی ) کالوس جنین

لوس آوری و کمترین تولید کا عدد( در زمان دوم جمع 15)

زا در رقم فلیم سیدلس )یک عدد( در زمان اول  جنین

نمونه به دست آمد. همچنین در تمام ارقام  آوری ریز جمع

آوری  آوری نسبت به زمان اول جمع مطالعۀ زمان دوم جمع

  زای بالاتری را داشت. تولید کالوس جنین

 شده های استفاده اثر متقابل ژنوتیپ، زمان و هورمون

دار شد.  درصد معنا زا در سطح یک جنین بر تولید کالوس

شده در این آزمایش  در تمام تیمارهای هورمونی تعریف

دو  شده زا ایجاد شد، اما در ارقام مطالعه کالوس جنین

رفته بیشترین تولید کالوس  کار های به تیمار از هورمون

زا را نسبت به بقیۀ تیمارها ایجاد کردند. تیمارهای  جنین

میکرومولار  3/3و  D-2,4یکرومولار م 4/5هورمونی 

BAP  2,4میکرومولار  3و همچنین-D  3/3و 

زا را در  بالاترین تولید کالوس جنین BAPمیکرومولار 

آوری ریزنمونه نشان دادند  همۀ ارقام و در دو زمان جمع

 (.3 )جدول

 
  های هورمونی مختلف و نمونۀ تخمدان، غلظت آوری ریز . تأثیر زمان جمع3  جدول

 زا در برخی ارقام انگور ژنوتیپ بر تعداد کالوس جنین

 ژنوتیپ و غلظت
2,4-D 

 مولار( )میکرو

 آوری دوم زمان جمع آوری اول زمان جمع

 مولار( )میکرو BAPغلظت  مولار( )میکرو BAPغلظت 

3/3 3/3 3/3 3/3 

     شاهرودی

4/5 31k 32efg 32j 33e 

3 30ij 33k 34g 32j 

     ددانۀ سفی بی

4/5 36j 15d 31hi 51b 

3 32ef 31hi 11d 34fg 

     یاقوتی

4/5 33h 15bc 33e 53a 

3 13d 33h 12c 32ef 

     فلیم سیدلس

4/5 3no 4zm 5mn 31k 

3 1mn 3o 2l 5mn 

 زا هستند. دهندة تعداد کالوس جنین ریزنمونۀ تخمدان بود و اعداد جدول نشان 01* هر تیمار شامل 
 

آزمایش در این مرحله نشان داد که تولید کالوس  نتایج

آوری ریزنمونه و  زا در انگور به ژنوتیپ، زمان جمع جنین

رفته در محیط کشت بستگی  کار های هورمونی به نسبت

میکرومولار  4/5دارد. در بین تیمارهای هورمونی، تیمار 

2,4-D  میکرومولار  3/3وBAP شده در همۀ ارقام مطالعه 

(. 3 زا را ایجاد کردند )جدول تعداد کالوس جنینبیشترین 

زا در انگور به ژنوتیپ و زمان  بنابراین، تولید کالوس جنین

طورکل در همۀ ارقام  آوری ریزنمونه بستگی داشت و به جمع

آوری نسبت به زمان اول  زمان دوم جمع شده مطالعه

 زای بیشتری تولید کرد. های جنین کالوس

 تمایز جنین مرحلۀ
شده به محیط تمایزیابی منتقل شدند و  های ایجاد الوسک

ها مشاهده  ها بر روی آن یک هفته پس از کشت، جنین

شده مراحل کروی، قلبی و اژدری  های تولید شدند. جنین

های کروی طی دو هفته  (. جنین3شکل داشتند )شکل

نهایت با گذشت یک ماه به مرحلۀ  به جنین قلبی و در

های اژدری برای تولید گیاه  جنین شکل رسیدند. اژدری

 زنی منتقل شدند. به محیط جوانه

ریانس در این مرحله نشان داد که اثر نتایج تجزیۀ وا

هایی که جنین  متقابل زمان با ژنوتیپ بر درصد کالوس
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که غیر از رقم فلیم  طوری دار بود، به تولید کردند معنا

آوری  های جمع داری بین زمان سیدلس که تفاوت معنا

زمان دوم  شده ریزنمونه نشان نداد، در بقیۀ ارقام مطالعه

مان اول درصد تولید جنین آوری نسبت به ز جمع

هایی که جنین  سوماتیکی بالاتری داشت. تعداد کالوس

سوماتیکی تولید کردند در رقم یاقوتی در زمان دوم 

عدد( و کمترین درصد آن در  34نمونه ) آوری ریز جمع

به  (عدد 3)آوری  رقم فلیم سیدلس در زمان اول جمع

د که دست آمد. نتایج آزمایش در این مرحله نشان دا

دانۀ سفید قابلیت تولید جنین  ارقام یاقوتی و بی

سوماتیکی بالاتری را نسبت به ارقام شاهرودی و فلیم 

 سیدلس داشتند.

 

 
زا، ب( تولید جنین  . الف( تولید کالوس جنین3شکل 

سوماتیکی )جنین کروی، قلبی و اژدری با پیکان نشان داده 

های ثانویه، د( تولید گیاه حاصل از  ج( تولید جنین اند(، شده

 کشت جنین سوماتیکی
 

دانۀ سفید که بیشترین تولید  ارقام یاقوتی و بی

زا را داشتند، بیشترین تولید جنین  کالوس جنین

سوماتیکی را نیز نشان دادند و ارقام شاهرودی و فلیم 

زای کمتری داشتند،  سیدلس که تولید کالوس جنین

 جنین سوماتیکی کمتری را نیز تولید کردند. 

نتایج تجزیۀ واریانس نشان داد که اثر متقابل ژنوتیپ 

دار بود.  درصد معنا  3رفته در سطح  کار های به و هورمون

رفته شش تیمار منجر  کار از مجموع نه تیمار هورمونی به

 (.3 به تولید جنین سوماتیکی در همۀ ارقام شدند )جدول

نتایج آزمایش نشان داد که تیمارهای هورمونی  

تأثیر  رفته برای تولید جنین سوماتیکی تحت کار به

که بیشترین درصد تولید جنین  طوری ژنوتیپ بودند، به

گرم  میلی 3سوماتیکی در رقم یاقوتی در تیمار هورمونی 

به دست آمد.  BAPگرم در لیتر  میلی 3و  IAAدر لیتر 

 BAPگرم در لیتر  ۀ سفید تیمار یک میلیدان در رقم بی

بیشترین جنین سوماتیکی را نسبت  IAAبدون کاربرد 

درصد(. در رقم شاهرودی  32به بقیۀ تیمارها ایجاد کرد )

 IAA  +3گرم در لیتر  میلی 3در سه تیمار هورمونی 

و  IAAگرم در لیتر  میلی BAP ،3گرم در لیتر  میلی

نین سوماتیکی به دست تیمار بدون هورمون بیشترین ج

داری در  (. در رقم فلیم سیدلس تفاوت معنا3 آمد )جدول

بین تیمارهای هورمونی که جنین تولید کردند، مشاهده 

گرم در لیتر  میلی 3نشد. در این رقم سه تیمار هورمونی 

IAA  +3 گرم در لیتر  میلیBAP ،1 گرم در لیتر  میلی

BAP  +3 گرم در لیتر  میلیIAA  گرم در لیتر  لیمی 1و

BAP هایی که در تیمار  جنینی ایجاد نشد. بیشتر کالوس

قرار داشتند، حالت  BAPگرم در لیتر  سه میلی

  شدن را در انتهای آزمایش نشان دادند. آبکی

 
ی در ارقام کیسومات نیجن های دارای کالوسدرصد . 3  جدول

در  یددانۀ سف انگور فلیم سیدلس، یاقوتی، شاهرودی و بی

 های مختلف محیط کشت

 IAAارقام و 

 گرم در لیتر( )میلی

BAP (تریگرم در ل یلی)م 

1 3 1 

    فلیم سیدلس

1 1k 36/3 j 1j 

3 4/3 j 1k 53/1 j 

3 1k 34/5 j 6/1 j 

    شاهرودی

1 1k 01/2 i 6/31 h 

3 1/3 i 1k 4/3 i 

3 1k 01/31 h 35h 

    دانۀ سفید بی

1 1k 36/32 c 66/31 ef 

3 62/36 g 1k 4/35 h 

3 1k 35d 33e 

    یاقوتی

1 1k 01/33 b 01/35 d 

3 33ef 1k 3/33 f 

3 1k 62/11 a 36/32 c 

دار  دهندة اختلاف معنا ها نشان ها و ردیف * حروف متفاوت در کلیۀ ستون

کالوس بود و  01درصد است. هر تیمار حاوی 3بین تیمارها در سطح 

 د.ان صورت درصد بیان شده ها به داده
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 زنی و تولید گیاه مرحلۀ جوانه

ها به مرحلۀ اژدری رسیدند، به محیط  موقعی که جنین

 3به همراه  MSط کشت زنی و تولید گیاه که محی جوانه

بود، منتقل شدند. نتایج نشان داد  BAPگرم در لیتر  میلی

زمان دو هفته  شده در مدت های منتقل که بیشتر جنین

 جوانه زدند و در مدت زمان یک ماه گیاه تولید کردند. 

زده  جوانه های جنینبه نسبت شده  تولیدگیاهان  تعداد

 ها ین دلیل بود که بعضی از جنینپایین بود که احتمالاً به ا

 

ها در بعضی مواقع از  ساختار طبیعی نداشتند. این جنین

لحاظ تولید ساقه و گاهی از لحاظ تولید ریشه دچار مشکل 

بودند و نتوانستند گیاه کاملی را به وجود آورند. نتایج در 

دانۀ سفید  این مرحله نشان داد که ارقام یاقوتی، و بی

زنی و تولید گیاه و رقم فلیم سیدلس  وانهبیشترین میزان ج

کمترین میزان را نشان دادند. همچنین در رقم فلیم 

دانۀ سفید کمترین  سیدلس بیشترین و در ارقام یاقوتی و بی

 (.1 های غیرطبیعی مشاهده شد )جدول تولید گیاهچه

دانۀ  های سوماتیکی ارقام انگور یاقوتی، بی ز کشت جنینشدة حاصل ا های تولید زده و تعداد گیاهچه های جوانه . تعداد جنین1  جدول
 سفید، شاهرودی و فلیم سیدلس

 ارقام
تعداد جنین 

 شده کشت

های  تعداد جنین

 زده جوانه

های  درصد جنین

 زده جوانه

تعداد گیاه 

 شده تولید

درصد گیاه 

 شده تولید

 4/23 401 31 231 011 یاقوتی

 65 501 03 631 241 دانۀ سفید بی

 55 331 21 141 411 اهرودیش

 33 44 50 331 341 فلیم سیدلس
 زنی و تولید گیاهچه قرار داده شدند. ها در مرحلۀ اژدری جدا و در محیط کشت جوانه جنین *

 

 بحث

گزارش حاضر اولین گزارش تولید جنین سوماتیکی و 

باززایی گیاه با استفاده از ریزنمونۀ تخمدان در ارقام 

دانۀ سفید، شاهرودی و فلیم سیدلس  بیانگور یاقوتی، 

بردن بازدهی  برای بالا .Gribaudo et al (2004)است. 

تولید جنین سوماتیکی از ریزنمونۀ پرچم در انگور، شش 

آذین،  مرحلۀ رشدی را که در هر یک از این مراحل، گل

گل و پرچم مورفولوژی خاص خود را داشتند، تعیین 

زایی  بیشترین درصد جنینها بیان کردند که  کردند. آن

ها به دست  ة آنشد در مراحل اول تا سوم در ارقام مطالعه

درصد  نبیشتری Vidal et al. (2009)آمد. در نتایج 

تولید جنین سوماتیکی در مراحل چهارم و پنجم 

آوری ریزنمونۀ تخمدان به دست آمد. نتایج آزمایش  جمع

تخمدان  آوری ریزنمونۀ نشان داد که فاکتور زمان جمع

زا و  یکی از عوامل مهم در موفقیت تولید کالوس جنین

بردن بازدهی تولید جنین در  جنین سوماتیکی و بالا

انگور است. نتایج آزمایش این پژوهش نتایج آزمایش 

Vidal et al. (2009) آوری  را که بیان کردند جمع

ریزنمونۀ تخمدان در مراحل رشدی چهارم و پنجم 

ین سوماتیکی را ایجاد کرد، تأیید بیشترین تولید جن

کند. نتایج این پژوهش نشان داد که ریزنمونۀ  می

تخمدان قابلیت تولید جنین سوماتیکی به میزان بالا در 

)غیر از فلیم سیدلس( را داشت که  شده بیشتر ارقام مطالعه

 Gambino etو  .Lopez et al (2005) های مطابق با یافته

al. (2007) ند ریزنمونۀ تخمدان توانایی تولید بیان کرد هک

 جنین سوماتیکی بیشتری را دارد، است.

یکی از فاکتورهای مهم در تولید جنین سوماتیکی 

رفته در محیط کشت  کار های به نوع و غلظت هورمون

و  D-2,4های  بودن هورمون است. در این پژوهش مؤثر

BAP زا تأیید شد که مطابق  های جنین در تولید کالوس

بود. همچنین نتایج  Olahe et al (2009). های فتهیا

+  IAAگرم در لیتر  میلی 3نشان داد که تیمار هورمونی 

 شده در بیشتر ارقام مطالعه BAPگرم در لیتر  میلی 3

درصد تولید جنین سوماتیکی بیشتری را ایجاد کرد. این 

نسبت هورمونی احتمالاً یک نسبت هورمونی مناسب 

وماتیکی از ریزنمونۀ تخمدان در برای تولید جنین س

سایر ارقام انگور نیز است. از سوی دیگر مشخص شد که 

محیط کشت مناسب برای  منزلۀ به MSمحیط کشت 

تواند مد  تولید جنین سوماتیکی در بیشتر ارقام انگور می

نظر قرار گیرد. برای تولید جنین ثانویه در انگور از 

 Das etاست )ای استفاده شده  های ویژه محیط کشت

al., 2002،)  اما در این پژوهش محیط کشتMS  به
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گرم در لیتر  و یک میلی IAAگرم در لیتر  همراه دو میلی

BAP تنها سبب تولید جنین سوماتیکی اولیه شد،  نه

که  طوری های ثانویه نیز شد، به بلکه سبب تولید جنین

های ثانویه در این  بعد از گذشت شش هفته جنین

 مشاهده شدند.محیط کشت 

تأثیر عامل  تولید جنین سوماتیکی در انگور تحت

دانۀ  که ارقام یاقوتی و بی طوری ژنوتیپ نیز قرار گرفت، به

سفید بیشترین درصد تولید جنین سوماتیکی و ارقام 

شاهرودی و فلیم سیدلس کمترین درصد تولید را 

های متفاوت ارقام انگور به تولید جنین  داشتند. پاسخ

های متفاوت  یکی ممکن است مربوط به هورمونسومات

که  طوری باشد، به شده ها در ارقام مطالعه داخلی ریزنمونه

رفته در محیط کشت  کار های به ها با هورمون این هورمون

های  دهند و منجر به بروز پاسخ العمل نشان می عکس

شوند و یا اینکه ممکن است عامل ژنتیکی  متفاوت می

 Olahe etهای این پژوهش، با نتایج  فتهعلت آن باشد. یا

al. (2009)  که بیان کردند تولید جنین سوماتیکی در

تولید جنین  انگور به ژنوتیپ بستگی دارد، مطابقت دارد.

های  سوماتیکی در این پژوهش نسبت به سایر گزارش

 Gambino) تولید جنین سوماتیکی از ریزنمونۀ تخمدان

et al., 2007; Lopez et al., 2005)  نسبتاً در زمان

دلیل ژنوتیپ متفاوت و  کمتری انجام شد، که احتمالاً به

ها  بودن شرایط کشت است. در برخی گزارش یا مناسب

زدن جنین سوماتیکی و تولید گیاه در انگور از  برای جوانه

 Das et) اند های سرمایی و جیبرلین استفاده کرده تیمار

al., 2002; Lopez et al., 2005) اما در آزمایش ما ،

 BAPگرم در لیتر  به همراه یک میلی MSمحیط کشت 

ها نشان داد که یک تیمار مناسب  بدون سرمادهی جنین

 برای این منظور است.

تواند برای تولید جنین  این پروتکل احتمالاً می

سوماتیکی در سایر ارقام انگور برای تولید جنین 

تواند  ل حاضر میسوماتیکی به کار رود. همچنین پروتک

زا  برای اهداف مختلفی مانند تولید کالوس جنین

منظور اصلاح ارقام انگور به روش انتقال ژن، بررسی  به

 تنوع سوماکلونال، و... استفاده شود.

 

 گیری کلی نتیجه

در این پژوهش تولید جنین سوماتیکی از ریزنمونۀ 

. آوری ریزنمونه قرار گرفت تأثیر زمان جمع تخمدان تحت

آوری ریزنمونۀ تخمدان در زمان دوم  که جمع طوری به

آوری نسبت به زمان اول در همۀ ارقام جنین  جمع

سوماتیکی بیشتری را ایجاد کرد. از سوی دیگر تیمار 

میکرومولار  3/3و  D-2,4میکرومولار  4/5هورمونی 

BAP زا را در همۀ ارقام  بیشترین تولید کالوس جنین

در مرحلۀ تمایزیابی تیمار  نشان داد. شده مطالعه

گرم در  و یک میلی IAAگرم در لیتر  میلی 3هورمونی 

ها بسیار مؤثر بود. از سوی  در تمایز جنین BAPلیتر 

به همراه یک  MSدیگر مشخص شد که محیط کشت 

زنی و تولید گیاه در  برای جوانه BAPگرم در لیتر  میلی

 انگور تیماری مناسب است.
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