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بر  مختلفهاي  و اسیدآمینه هیدرولایزات، کازئین زوهاي مختلف ساکار تاثیر غلظت
  )L.) Vitis vinifera ارقام انگور برخی از زایی سوماتیکی در جنین

  
   4و مسعود میرمعصومی 3امیدي ، منصور2، علی عبادي1محمود امیر جمال*

  دانشیار گروه علوم باغبانی دانشگاه تهران،2دانشجوي کارشناسی ارشد گروه علوم باغبانی تهران، 1
 مربی پردیس علوم دانشگاه تهران4استاد گروه علوم زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه تهران، 3

  04/11/91تاریخ پذیرش:  ؛20/10/89تاریخ دریافت: 
  1چکیده

جهت تولید کالوس در محیط  ارقام شاهرودي، بیدانه سفید و یاقوتی انگور هاي برگ ریزنمونه  
کشت شدند.  D-2,4گرم در لیتر  میلی 1/0و  BAPگرم در لیتر  میلی 1به همراه  MSکشت 
هاي  غلظت دارايبدون هورمون که  MSدر محیط کشت  منظور تمایزیابی به دست آمده ههاي ب کالوس

هاي گلوتامین، فنیل آلانین و آرژنین بود، کشت  و اسیدآمینه هیدرولایزاتاروز، کازئین مختلف ساک
 و هیدرولایزاتگرم در لیتر کازئین  میلی 250 دارايشدند. ارقام یاقوتی و بیدانه سفید در محیط کشت 

تولید  بیشترین درصد هیدرولایزاتگرم در لیتر کازئین  میلی 500 دارايشاهرودي در محیط کشت  رقم
داشتند. از سوي دیگر در تمامی ارقام مورد مطالعه بیشترین درصد تولید جنین  را جنین سوماتیکی

گرم در لیتر گلوتامین و  میلی 100گرم در لیتر فنیل آلانین،  میلی 10 دارايسوماتیکی در محیط کشت 
تر باعث تولید بیشترین گرم در لی 45د. همچنین ساکاروز در غلظت بودنگرم در لیتر آرژنین  میلی 50

 در ،رقم شاهرودي مورد که در درصد جنین سوماتیکی در ارقام یاقوتی و بیدانه سفید شد. در حالی
  گرم در لیتر باعث تولید بیشترین درصد جنین سوماتیکی شد. 60غلظت 

  
  آمینهز، اسید وزایی سوماتیکی، محیط کشت، ساکار انگور، جنین :کلیدي هاي واژه

                                                             
 jamalmahmood.amir@gmail.com مسئول مکاتبه: *
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  مقدمه
شود.  که در مناطق وسیعی از جهان کشت می استور یکی از مهمترین محصولات باغبانی انگ  

و ایجاد مقاومت نسبت به آفات و امراض و شرایط نامساعد  منظور افزایش کمیت و کیفیت این میوه به
 هاي اصلاح، یکی از روش .باشد میناپذیر  اجتناب انگور اصلاح هاي اجراي برنامه لزوم محیطی
ها داراي  ژن بیشترجا نشدن  به دلایل کوتاهی زمان انجام این کار و جا هکه ب باشد می ی ژنتیکمهندس

باشد و در این  می ژنبراي انجام مهندسی ژنتیک نیاز به بافت خاص پذیراي  باشد. اهمیت فراوانی می
سوماتیکی نه  ايه از جنین .)1995 ،و همکاران اسکورزا(باشد  زا می ترین بافت کالوس جنینارتباط به

)، 1974 ،گرشوف و دوي(بررسی تنوع سوماکلونال  جهت ها پژوهش تنها در انتقال ژن، بلکه در
 ،(فرانک و همکاران یافته جهش، تشخیص ارقام )2006 ،(گامبینو و همکارانزدایی ارقام  ویروس

د ده شده است. تولیاستفا) 2006 ،و همکاران (فرانسیسکو و مطالعه نحوه تمایزیابی در گیاهان) 2002
، محیط کشت، )2009 ،و همکاران (اولاهه مانند ژنوتیپ ثیر عوامل مختلفیأجنین سوماتیکی تحت ت

 ،و همکاران ویدال آوري ریزنمونه ( ، زمان جمع)2002 ،(داس و همکاران ها نوع و غلظت هورمون
هاي مورد استفاده  لی ریزنمونهطور ک ه. بداردریزنمونه قرار  نوع و )2004 ،و همکاران گریبایدو ؛2009

 (کریمی مانند تخمدان هاي زایشی هاي مورد استفاده از اندام دسته ریزنمونه دو توان به در انگور را می
 ،و همکاران (ماررو ، پرچم)2005 ،و همکاران لوپز ؛ 2007 ،و همکاران گامبینو؛ 2005 ،و همکاران

و ) 1980 ،واساناني رسمولینز و (تخمک  و )2007 ،و همکاران (گامبینو گل کامل، )1986
، )1993 ،و همکاران (مارتینلی ، دمبرگ)2002 ،و همکاران (داس مانند برگ هاي رویشی ریزنمونه

بندي  تقسیم )2006 ،و همکاران (مایلوت اي هاي ساقه و گره )1997 ،و همکاران (سالونخه پیچک
داشته است. عیب  در انگور جنین سوماتیکی ریزنمونه پرچم بیشترین کاربرد را براي تولید .نمود

که فقط در برخی از مواقع  طوري هباشد، ب می ها آن آوري هاي زایشی محدود بودن زمان جمع ریزنمونه
دسترس بودن این نوع از  درتوان  می رویشیهاي  از مزایاي ریزنمونه توان از آن استفاده کرد. سال می
از  پایین بودن بازدهی تولید جنین سوماتیکی توان به می آنعایب از م و ها در طی فصل رویش ریزنمونه

ریزنمونه برگ بیشترین کاربرد را در تولید  رویشیهاي  بین ریزنمونه در .نموداشاره  ها این ریزنمونه
کی در انگور داشته است. براي بالا بردن بازدهی تولید جنین سوماتیکی در انگور، یجنین سومات

هاي نیترات و  شده است که با جذب یون مشخص ي در نظر گرفته شده است.ا راهبردهاي ویژه
 بنابراین. )1994 ،(نایدز شود محیط کشت ایجاد میpH تغییراتی در  ،موجود در محیط کشت آمونیوم
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ها براي بالا بردن بازدهی جنین  و اسیدآمینه هیدرولایزاتمنابع نیتروژنی مانند کازئین  سایر استفاده از
جهت بالا بردن تولید جنین با این حال پاسخ به این ترکیبات  .نظر بوده است مورد در گیاهان کیسوماتی

افزودن کازئین  با پژوهشیدر  که طوري هباشد. ب سوماتیکی بسته به نوع گیاه و ژنوتیپ متفاوت می
 زا  کالوس جنیند تولی گیري موجب بالا رفتن میزان چشم به گرم در لیتر میلی 250میزان  به هیدرولایزات

 100افزودن  با پژوهشاین  در . همچنین)1986ارو و همکاران، (م رقم کابرنت ساوینون شددر انگور 
میزان زیادي  آدنین به در لیتر گرم میلی 1فنیل آلانین و  در لیتر گرم میلی 10گلوتامین،  در لیتر گرم میلی

 50میزان  بیان شد که استفاده از آرژنین به یگزارشدر  .مشاهده شد تولید جنین سوماتیکی در افزایش
و  میزان زیادي موجب افزایش تولید جنین سوماتیکی در نیشکر شد (نیوس گرم در لیتر به میلی

مورد  اوگلوتامین بر روي تولید جنین سوماتیکی در گوا -Lکه اثر  دیگر ). در آزمایشی2008 ،همکاران
مولار باعث افزایش تولید  میلی 68/0میزان  ه از این ماده بهکه استفاد بیان گردید ،قرار گرفتبررسی 

عنوان شده دیگر  گزارشهمچنین در  ).2009 ،و همکاران جنین سوماتیکی در این گیاه شد (مانوج
مولار  میلی 4 دارايمحیط کشت  جوآ در بیشترین درصد تولید جنین سوماتیکی در گیاه فی است که
هاي  اسیدآمینهنوع از  17 در کاج افزودن مخلوطی از ).2001 ،مکارانو ه (لیریو دست آمد هبآرژنین 
 ،جنین سوماتیکی شد (راویندرا و همکاران حداکثري مولار باعث تولید میلی 10به غلظت  مختلف

یابی در ارزن هاي مختلف در مرحله تمایز که افزودن اسیدآمینه دهد گزارش دیگر نشان می ).2005
توازن محیط کشت  دررسد  نظر می به ).1990 ،سوماتیکی شد (اپان و جرجتولید جنین باعث کاهش 

باشد (اوزاوا و همکاران،  یکی از عوامل مهم القاي جنین سوماتیکی میبین منابع مختلف نیتروژن 
ها در طی متابولیسم و سنتز پروتئین در مقایسه با منبع نیتروژن  نیتروژن موجود در اسیدآمینه ).1996

  ).1993شود (لی،  تر وارد اسکلت کربنی می عغیرآلی سری
 نقش ساکاروز در محیط باشد. کیبات مهم در محیط کشت ساکاروز میاز سوي دیگر یکی از تر  

همچنین  .اند کننده فشار اسمزي بیان نموده بع کربنی و همچنین تنظیمکننده من عنوان تامین کشت را به
تواند  منظور تولید جنین سوماتیکی می غلظت زیاد بهزایی و در  ساکاروز در غلظت کم براي اندام

میلی مولار  350شد که غلظت  بیان آزمایشیدر  که طوري . به)2008 ،و همکاران (ادوین مناسب باشد
 .)1995 ،(جینین و همکاران باشد می آفتابگردان مطلوب گیاه براي تولید جنین سوماتیکی در ساکاروز

استفاده گرم در لیتر  20و  30، 60 ساکاروزهاي مختلف  انگور از غلظتبراي تولید جنین سوماتیکی در 
آزمایشی  در این گیاه تا به حال بر روي تولید جنین سوماتیکی بررسی این عامل نظراما از  شده است.
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هاي  و اسیدآمینه ، ساکاروزهیدرولایزاتکازئین بررسی اثرات  این پژوهشهدف از انجام نشده است. 
 بازدهی بالا بردن همچنین تولید جنین سوماتیکی و فرایند بر روي ،هاي مختلف لظتدر غ متفاوت

  باشد. تولید جنین سوماتیکی از ریزنمونه برگ در ارقام انگور شاهرودي، یاقوتی و بیدانه سفید می
 

  ها مواد و روش
کرج جمع  هاي برگ از مرکز تحقیقات گروه علوم باغبانی پردیس کشاورزي و منابع طبیعی نمونه  

طور  بهعفونی ابتدا  منظور ضد ها به . برگگردیدآوري شدند. از سه برگ جوان انتهاي هر شاخه استفاده 
. بعد از تیمار با گرفتند ثانیه قرار 60مدت  هدرصد ب 70، سپس در محلول اتانول شدند شسته کامل
ها در  ریزنمونه ،ی سطحیعفونمنظور ضد شسته شدند. بهسه بار با آب مقطر استریل ها  برگ ،الکل

سه بار ها  نمونه. در نهایت نددقیقه قرار داده شد 10مدت  هبدرصد  5/1سدیم  داخل محلول هیپوکلریت
 متري سانتی 1ها به قطعات تقریبا  برگ ،کردن پس از استریل شو داده شدند.و مقطر استریل شست با آب
به  MSانگیزش کالوس از محیط کشت  منظور به .کشت گردید پتري دیشو در داخل  شدند بریده

و جهت ) 2002(داس و همکاران،  BAP گرم در لیتر میلی 1و  D-2,4 گرم در لیتر لیمی 1/0همراه 
ها،  یک ماه پس از کشت ریزنمونه بدون هورمون استفاده شد. MSتمایز جنین از محیط کشت 

بر روي  هیدرولایزاتر کازئین ثیأور بررسی تمنظ بهها به محیط تمایزیابی منتقل شدند.  کالوس
 500و  250، 0غلظت  سه کازئین هیدرولایزات در از در آزمایش اول زایی سوماتیکی در انگور جنین
اسیدآمینه گلوتامین در  ،در آزمایش دوم ها ثیر اسیدآمینهأمنظور بررسی ت استفاده شد. به در لیترگرم  میلی

گرم  میلی 20و  10، 0یدآمینه فنیل آلانین در سه غلظت گرم در لیتر، اس میلی 100و  50، 0سه غلظت 
در  همچنین استفاده شد. در لیتر گرم میلی 100و  50، 0در لیتر و اسیدآمینه آرژنین در سه غلظت 

. در تمام محیط استفاده شد در لیتر گرم 60، 45 ،30 ،20 هاي  از ساکاروز در غلظت آزمایش سوم
ل قبهاي کشت مورد استفاده  تمام محیط pH. گردیدلیتر آگار اضافه  گرم در 7مورد استفاده هاي  کشت

، در ها تنظیم شد. همچنین تمام محیط کشت 8/5روي  یک نرمال NaOHبا استفاده از از افزودن آگار 
ساکاروز قبل از اتوکلاو به  دقیقه استریل شدند. 10مدت  هگراد ب درجه سانتی 121دماي  در اتوکلاو
ها بعد از اتوکلاو و زمانی که دماي محیط کشت  اسیدآمینه از سوي دیگر .فزوده شدهاي کشت ا محیط

. براي انگیزش کالوس ندو به محیط کشت اضافه گردید هگراد رسید، فیلتر شد درجه سانتی 55به 
پردیس کشاورزي و  گروه علوم باغبانی رشد ها در اتاق جنین سوماتیکی نمونه زا و تمایز جنین
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ها از محیط  زنی جنین براي جوانه قرار داده شدند. 25±1 در شرایط کاملا تاریک و دماي طبیعی منابع
صورت طرح کاملا تصادفی  هب پژوهشاین  استفاده شد. BAPگرم در لیتر  حاوي یک میلی MSکشت 

ها  و داده کالوس کشت داده شد 45ي هر تیمار فاکتوریل انجام شد. در محیط تمایزیابی به ازا
که  زمانی ها درصد تولید جنین سوماتیکی دو ماه بعد از کشت کالوسدرصد بیان شد.  صورت هب

و  SAS/9:1.3افزارهاي  ها توسط نرم  . آنالیز دادهمحاسبه شد بودند کرويها در مرحله  جنین
MSTATC انجام شد.  

  
  نتایج

کردند. ناحیه  زایی را شروع هاي برگ کالوس روز پس ازکشت، ریزنمونه 10: مرحله القاي کالوس
تولید  کالوسها  ریزنمونه بیشتربرگ، منطقه شروع تولید کالوس بود. پس از یک ماه  ریزنمونه حاشیه
رقم بیدانه که  طوري هداري بین ارقام مشاهده شد، ب زایی تفاوت معنی از نظر درصد کالوس .نمودند

 65زایی ( رصد کالوسدرصد) و رقم شاهرودي کمترین د 75زایی ( سفید بیشترین درصد کالوس
هاي  فقط کالوس پژوهشزایی داشت. در این  درصد کالوس 70درصد) را ایجاد کردند. رقم یاقوتی نیز 

، در مرحله تمایز زا) (کالوس جنین گرانوله سفید و یا زرد رنگ که به کالوس تیره رنگی متصل بودند
هاي ایجاد  کالوس بین ولوژیکی درهیچ نوع تفاوت مرف .)1 الف -(شکل جنین سوماتیکی ایجاد کردند

بافت هایی که  هاي آبکی و نرم و همچنین کالوس کالوس شده مشاهده نشد. داده شده از ارقام کشت
  در مرحله بعد تولید نکردند. اي داشتند، جنین سوماتیکی خیلی فشرده

ده شدند. ها مشاه یابی، جنینها در محیط تمایز کشت کالوس دو ماه پس از: مرحله تمایز جنین
 .)ب -1(شکل هاي ایجاد شده داراي مراحل مورفولوژیکی کروي، قلبی و اژدري شکل بودند جنین

روي  هیدرولایزاتهاي مختلف کازئین  اثر متقابل رقم و غلظت ها نشان داد که تجزیه واریانس داده
  .)1 (جدول دار بودند معنیجنین سوماتیکی 

مطالعه در محیط کشت فاقد کازئین  مورد ارقامکمترین درصد تولید جنین سوماتیکی در   
افزایش  هیدرولایزاتارقام یاقوتی و بیدانه سفید با افزایش غلظت کازئین  دست آمد. هب هیدرولایزات

که بیشترین درصد تولید جنین سوماتیکی در ارقام  طوري هبدر تولید جنین سوماتیکی را نشان دادند، 
گرم کازئین  میلی 500 دارايدرصد) در محیط کشت  5/16تی (درصد) و یاقو 25/14بیدانه سفید (
 500رقم شاهرودي کاهش در تولید جنین سوماتیکی در غلظت  با این حالدست آمد.  هب هیدرولایزات
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که براي این رقم بیشترین درصد تولید جنین در  طوري گرم کازئین هیدرولایزات را نشان داد، به میلی
  ).1 جدول درصد) ( 25/12دست آمد ( گرم کازئین هیدرولایزات به لیمی 250محیط کشت همراه با 

  
  .بر درصد تولید جنین سوماتیکی در انگور هیدرولایزاتهاي مختلف کازئین  تاثیر متقابل رقم و غلظت -1 جدول

  ارقام
  گرم در لیتر) (میلی هیدرولایزاتغلظت کازئین 

  500  250  صفر
25/4  یاقوتی e 75/10 c 50/16 a 

50/2  هروديشا e 25/12 bc 00/7 d 
75/3  بیدانه سفید e 50/7 d 25/14 b 

با استفاده از آزمون چند  درصد 1 سطح در تیمارها بین دار معنی اختلاف دهنده نشان ها ردیف و ها ستون کلیه در متفاوت حروف *
  ین سوماتیکی محاسبه گردید.ها در مرحله کروي بودند درصد تولید جن جنین بیشترکه   زمانی .باشد می اي دانکن دامنه

  
هاي مختلف استفاده  هاي متنوع در غلظت از اسیدآمینه همچنین در مرحله تمایز جنین سوماتیکی  
در  گرم میلی 10 دارايبیشترین درصد تولید جنین سوماتیکی در رقم یاقوتی و در محیط کشت  .شد
گلوتامین و کمترین درصد تولید  در لیتر رمگ میلی 100آرژنین و  در لیتر گرم میلی 50فنیل آلانین،  لیتر

. همچنین )2 (جدول دست آمد هجنین سوماتیکی در رقم شاهرودي و در محیط کشت فاقد اسیدآمینه ب
آمینه با ارقام بر درصد تولید جنین سوماتیکی هاي نتایج در این مرحله نشان داد که اثر متقابل اسید

فاقد سایر محیط کشت گلوتامین ( -Lیش غلظت اسیدآمینه باشد. از سوي دیگر با افزا دار می معنی
ها) افزایش در تولید جنین سوماتیکی در ارقام یاقوتی و بیدانه سفید مشاهده شد. اما در رقم  اسیدآمینه
این اسیدآمینه در لیتر گرم  میلی 100به  50افزایش غلظت از  تولید جنین سوماتیکی با ،شاهرودي

درصد تولید جنین سوماتیکی  فنیل آلانین ودي با افزایش غلظت اسیدآمینهرقم شاهر در .کاهش یافت
در  گرم میلی 100به  50از سوي دیگر تولید جنین سوماتیکی با افزایش غلظت آرژنین از  .کاهش یافت

گرم در  میلی 50در شرایطی که غلظت اسیدآمینه گلوتامین  .کاهش یافتدر تمام ارقام مورد مطالعه  لیتر
درصد تولید جنین سوماتیکی  در لیتر گرم میلی 20به  10ود، با افزایش غلظت فنیل آلانین از لیتر ب

بود، با افزایش غلظت فنیل آلانین  در لیتر گرم میلی 100که غلظت گلوتامین  افزایش یافت، اما زمانی
  اتیکی در ارقام یاقوتی و بیدانه سفید مشاهده شد.کاهش در تولید جنین سوم
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  .هاي گلوتامین، فنیل آلانین و آرژنین روي درصد تولید جنین سوماتیکی در ارقام مختلف انگور تاثیر اسیدآمینه -2جدول 
غلظت گلوتامین 

  گرم در لیتر)  (میلی
غلظت آرژنین   گرم در لیتر)  غلظت فنیل آلانین (میلی

  20  10  صفر  گرم درلیتر) (میلی
  یاقوتی

00/3 صفر k 00/4 k 67/3 k صفر 
50 00/5 jk 34/7 hij 34/8 fgh صفر 
100 00/7 hij 00/9 efgh 34/7 hij صفر 
8ghi 00/11 صفر def 00/9 efgh 50 
50 67/11 de 00/19 b 00/15 c 50 
100 00/13 cd 00/23 a 67/20 ab 50 
34/5 صفر ijk 00/7 hij 00/8 ghi 100 
50 34/10 defg 00/11 def 00/8 ghi 100 
100 00/7 hij 34/9 efgh 67/10 defg 100 

  بیدانه سفید
34/3 صفر n 67/3 mn 34/4 lmn صفر 
50 00/5 klmn 67/6 hijklm 67/7 ghijk صفر 
100 34/6 ijklm 00/9 fghi 67/7 ghijk صفر 
00/8 صفر fghij 00/9 fghi 34/9 fgh 50 
50 00/10 fg 67/16 ab 67/12 cde 50 
100 00/13 cd 18a 34/16 ab 50 
00/4 صفر lmn 00/5 klmn 00/5 klmn 100 
50 67/10 def 00/9 fghi 00/6 jklmn 100 
100 67/7 ghijk 34/10 efg 67/14 bc 100 

  شاهرودي
33/2 صفر k 34/4 hijk 00/3 jk صفر 
50 00/5 jhijk 34/5 fghij 00/7 defgh صفر 
100 67/4 hijk 34/5 fghij 34/5 fghij صفر 
34/6 صفر efghi 34/9 cd 00/8 def 50 
50 67/6 defghi 00/13 ab 00/11 bc 50 
100 00/9 cde 00/14 a 34/11 bc 50 
00/4 صفر ijk 00/6 fghi 00/5 ghijk 100 
50 00/8 def 67/7 defg 00/5 ghijk 100 
100 00/6 fghi 00/9 cde 34/9 cd 100 

با استفاده از درصد  1دار بین تیمارها در سطح  دهنده اختلاف معنی ها نشان ها و ردیف حروف متفاوت در کلیه ستون *
محاسبه  تولید جنین سوماتیکی ها در مرحله کروي بودند درصد جنین بیشترکه  باشد. زمانی میکن اي دان آزمون چند دامنه

  .گردید
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که  طوري هها باعث افزایش درصد تولید جنین سوماتیکی شد، ب ها در محیط کشت وجود اسیدآمینه  
 گرم میلی 10 دارايبیشترین درصد تولید جنین سوماتیکی در همه ارقام مورد مطالعه در محیط کشت 

گلوتامین و کمترین درصد  در لیتر گرم میلی 100آرژنین و  در لیتر گرم میلی 50فنیل آلانین،  در لیتر
). تولید 2 دست آمد (جدول هت فاقد اسیدآمینه بتولید جنین سوماتیکی براي تمام ارقام در محیط کش

که رقم یاقوتی بیشترین  وريط هثیر ژنوتیپ قرار گرفت، بأجنین سوماتیکی در این آزمایش تحت ت
درصد) و رقم شاهرودي کمترین درصد تولید جنین سوماتیکی را  69/9درصد تولید جنین سوماتیکی (

  درصد تولید جنین سوماتیکی داشت. 85/8 نیز درصد). رقم بیدانه سفید 85/8ایجاد کردند (
  

  
جنین سوماتیکی حاصل از کشت  الف)،بدون هورمون ( MSمحیط کشت  ي تولید شده درزا کالوس جنین -1شکل 

گرم در لیتر  میلی 100گرم در لیتر فنیل آلانین،  میلی 10 دارايرقم یاقوتی در محیط کشت تمایزیابی ریزنمونه برگ 
از  دست آمده بههاي انگور  گیاهچه) و ب( که با پیکان نشان داده شده است گرم در لیتر آرژنین میلی 50گلوتامین و 
  باشد. ) میجسوماتیکی ( هاي رشد جنین

  
با افزایش غلظت  .مورد بررسی قرار گرفت نیز هاي مختلف ساکاروز غلظت پژوهشدر این   

افزایش در تولید جنین سوماتیکی در ارقام یاقوتی و بیدانه سفید  ،گرم در لیتر 45به  30ساکاروز از 
در ارقام یاقوتی و  ین سوماتیکیگرم در لیتر کاهش در تولید جن 60غلظت در  با این حالمشاهده شد. 

ر افزایش د گرم در لیتر 60به  ساکاروزرقم شاهرودي با افزایش غلظت  ولی. ایجاد کرد بیدانه سفید
گرم در لیتر بیشترین  60که رقم شاهرودي در غلظت  طوري هب تولید جنین سوماتیکی مشاهده شد،

گرم در لیتر  45در غلظت  یاقوتی رقمش در این آزمایدرصد تولید جنین سوماتیکی را ایجاد کرد. 
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فقط رقم یاقوتی گرم در لیتر  20در غلظت  .درصد) 11د (ایجاد کر را بیشترین درصد جنین سوماتیکی
  ).3 (جدول نشد تولیدو در بقیه ارقام جنین سوماتیکی  ندجنین سوماتیکی ایجاد ک

  
  .نین سوماتیکی در برخی ارقام انگورتولید ج درصد هاي مختلف ساکاروز بر روي تاثیر غلظت -3 جدول

 ارقام
هاي ساکاروز (گرم در لیتر) غلظت  

20 30 45 60 
67/1 یاقوتی ef 00/4 bcd 00/11 a 67/4 bc 

0f 67/2 بیدانه سفید cde 67/5 b 34/3 cde 
0f 00/2 شاهرودي de 00/4 bcd 67/4 bc 

که   زمانی .باشد درصد می1دار بین تیمارها در سطح  یدهنده اختلاف معن ها نشان ها و ردیف *حروف متفاوت در کلیه ستون
  ها در مرحله کروي بودند درصد تولید جنین سوماتیکی محاسبه گردید. جنین بیشتر

  
گیاهچه تولید  BAPگرم در لیتر  حاوي یک میلی MSدر محیط کشت  سوماتیکیهاي  جنین اکثر  

  .ج) -3(شکل  نمودند
  

  بحث
مورد بررسی قرار بیدانه سفید  یاقوتی وز ریزنمونه برگ در ارقام جنین سوماتیکی ا در این پژوهش  

جهت تمایز جنین به محیط کشت  هیدرولایزاتاثر مثبت افزودن کازئین  پژوهش. در این گرفت
به محیط کشت، افزایش  هیدرولایزاتکه با افزودن کازئین  طوري همشخص شد، ب در انگور سوماتیکی

پاسخ  باشد. ) می1986رو و همکاران (هاي ما که مطابق با یافته ده شدر تولید جنین سوماتیکی مشاهد
به ارقام  پژوهشجهت تولید جنین سوماتیکی در این  هیدرولایزاتکازئین  هاي مختلف به غلظت

گرم در لیتر و ارقام یاقوتی و بیدانه  میلی 250که رقم شاهرودي در غلظت  طوري هبستگی داشت، ب
که  هایی پژوهشدر  داشتند. را گرم در لیتر بیشترین تولید جنین سوماتیکی میلی 500سفید در غلظت 

 ،مانوج و همکاران ؛2001 ،(لیریو و همکاران بودوآ انجام شده آجوآ و گو در مورد گیاه نیشکر، فی
در  ، اثر مثبت افزودن اسیدآمینه به محیط کشت مشخص شده بود.)2008 ،نیوس و همکارانو  2009
 ها به محیط کشت افزایش در تولید جنین سوماتیکی مشاهده شد، ز با افزودن اسیدآمینهنی پژوهشاین 

گلوتامین و  در لیتر گرم میلی 100فنیل آلانین،  در لیتر گرم میلی 10 دارايکه در محیط کشت  طوري هب



 و همکاران محمود امیر جمال

166 

دون که در محیط ب جنین سوماتیکی تولید شد، در حالی درصد آرژنین بیشترین در لیتر گرم میلی 50
بر خلاف  پژوهشاین  نتایج .دست آمد هب در همه ارقام مورد مطالعه اسیدآمینه کمترین جنین سوماتیکی

ها تولید جنین سوماتیکی در  استفاده از اسیدآمینه نمودندباشد که بیان  ) می1990( جرجاپان و  نتایج
در القاي  مهم عامل یک در محیط کشت معدنی و آلی نیتروژنتوازن  .دهد میکاهش  راگیاه ارزن 

ها در طی متابولیسم  نیتروژن موجود در اسیدآمینه). 1996باشد (اوزاوا و همکاران،  یجنین سوماتیکی م
 ).1993 ،شود (لی اسکلت کربنی میتر وارد  و سنتز پروتئین در مقایسه با منبع نیتروژن غیرآلی سریع

هش استفاده از دلیل کا بهاحتمالا ن سوماتیکی اثر مثبت افزودن اسیدآمینه بر روي تولید جنی بنابراین
همچنین در  باشد. ها می محیط کشت، و استفاده کالوس از اسیدآمینه موجود در آلیمنابع نیتروژن غیر

کاهش در تولید جنین  ،در لیتر گرم میلی 100با افزایش غلظت اسیدآمینه آرژنین به  پژوهشاین 
. نقش ساکاروز در محیط کشت بیشتر ایجاد نمودلیتر  گرم در میلی 50سوماتیکی نسبت به غلظت 

 باشد و شود، می شرایطی که فتوسنتز انجام نمیدر  نیاز براي رشد ابع کربنی موردکننده من عنوان تامین به
هاي  پژوهش بیشتردر  شود، بیان شده است. اي که باعث افزایش فشار اسمزي می عنوان ماده همچنین به

گرم در لیتر ساکاروز استفاده شده است، در  30سوماتیکی در انگور از غلظت  مربوط به تولید جنین
جنین ساکاروز گرم در لیتر  45ارقام یاقوتی و بیدانه سفید در غلظت  مشخص شد که پژوهشاین 

گرم در لیتر بیشترین جنین  60که رقم شاهرودي در غلظت  سوماتیکی بیشتري را تولید کردند، در حالی
رقم  کیایجاد کرد. این تفاوت ممکن است در نتیجه متفاوت بودن شرایط فیزیولوژی سوماتیکی را

افزایش ) را که 2008( و همکاران، نظریه ادوین پژوهشنتایج این  شاهرودي با دیگر ارقام باشد.
گرم در  20همچنین در غلظت  کند. دهد، تایید می غلظت ساکاروز تولید جنین سوماتیکی را افزایش می

 فشاردلیل کاهش  هکه احتمالا ب حالت آبکی شدن کالوس اتفاق افتادساکاروز در ارقام مورد مطالعه لیتر 
که در ارقام بیدانه سفید و  طوري هت و جذب آب زیاد توسط کالوس باشد، باسمزي محیط کش

در این غلظت ساکاروز مشاهده نشد و فقط رقم یاقوتی با درصد بسیار کم جنین  جنینی شاهرودي
این  در نهایتباشد.  می دلیل قابلیت بالاي این رقم براي تولید جنین سوماتیکی هلید کرد، که احتمالا بتو

ثري را براي افزایش بازدهی تولید جنین سوماتیکی از ریزنمونه برگ در ارقام ؤپروتکل م پژوهش
، بررسی تنوع تواند جهت اهداف انتقال ژن که می کند، بیدانه سفید، یاقوتی و شاهرودي بیان می

هاي بیشتر در مورد امکان تولید جنین  حال بررسی با این سوماکلونال و سایر موارد استفاده شود.
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ظور بالا من ، بهبه محیط کشت سایر ترکیبات بررسی اثر افزودنسوماتیکی در سایر ارقام انگور، همچنین 
  .هدراندمان کار را افزایش د تواند می نمونهبردن بازدهی از این ریز
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Abstract2 
 Leaf explants of grapevine cultivars Shahroodi, Bidaneh Sefid and Yaghouti 
were cultured in MS medium supplemented with 1mg/l BAP and 0.1mg/l 2,4-D for 
callus induction. To differentiate somatic embryo, achieved callus were cultured on 
MS medium contained various concentrations of sucrose, casein hydrolysate and 
supplemented with glutamine, phenyl alanine and arginine amino acids. Yaghouti 
and Bidaneh Sefid cultivars produced the highest percentage of somatic embryos in 
medium containing 250mg/l casein hydrolysate and Shahroodi in medium 
contained 500mg/l casein hydrolysate. On the other hand, in all studied cultivars 
the highest percentage of somatic embryos was obtained in medium contained 
10mg/l phenyl alanine, 100mg/l glutamine and 50mg/l arginine. Although, 
Yaghouti and Bidaneh Sefid cultivars were produced the highest percentage of 
somatic embryos in medium contained 45g/l sucrose, Shahroodi cultivar produced 
the highest percentage of somatic embryos in medium contained 60g/l sucrose. 
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