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هاي کشت میکروسپور درالقاء رویان زایی ، پیش تیمار و محیط کشترقمبررسی اثرات 

گندم هگزاپلوئید شدهجدا

حمید شیردل مغانلو
1

احمد معینی، 
1*

امیر موسوي و 
2

  

1

  و بیوتکنولوژي گروه اصلاح نباتات،دانشکده کشاورزي ،دانشگاه تربیت مدرستهران، 

2

  ک و زیست فناوريملی مهندسی ژنتی گاهپژوهشتهران، 

  27/4/89: تاریخ پذیرش    9/6/88: تاریخ دریافت

  چکیده

داراي اهمیت زیادي در تولید لاینهاي هموزیگوس، آنالیز ژنتیکی، نقشه یابی ژنوم، شده مضاعفهاپلوئید گیاهان هاپلوئید و 

 ازبه دلیل مزایایی که دارد  هاي جدا شدهورمیان روشهاي تولید گیاهان هاپلوئید، کشت میکروسپ از.  می باشندانتقال ژن و غیره 

 ،در این پژوهش  .است هاي مختلفیفاکتور تأثیرتحت هاي جدا شده یی کشت میکروسپورآکار. استبرخوردار اي اهمیت ویژه

+ سرما  مانیتول و+ روز سرما  7روز سرما،  21شاهد، : سطح 4در (، پیش تیمار)و اترك 1مغان :سطح 2در (رقمفاکتور  3اثرات 

بر کشت  )P2و  NPB-99 ،CHB-2 ،W14 ،C17: سطح 5در  (و محیط کشت القاء رویان زایی ))گرما+ شیمیایی (

با پیش تیمار و  ارقامکه اثر متقابل معنی داري بین  دادنتایج نشان . گندم هگزاپلوئید بررسی شده است هاي جدا شدهمیکروسپور

روز  7"پیش تیمارمورد مطالعه ) و اترك 1مغان(در هر دو رقم در پژوهش حاضر، . داشتمحیط کشت القاء رویان زایی وجود 

±33/0و  33/29±٠٢/٢(، باززایی گیاه کل)33/92±33/2و  33/81±66/4(رویان زایی میانگینبالاترین  "مانیتول+ سرما 

بالاترین 1براي رقم مغانمحیط کشت،  از نظر. داشترا )03/27±٣۵/١و  46/12±68/0(و باززایی گیاه سبز )33/39

توسط کشت )5/26±29/2(و باززایی گیاه سبز )66/31±45/1(، باززایی گیاه کل)08/422±7(رویان زایی میانگین

٧٧/٨(رویان زایی میانگینرقم اترك بالاترین  کهحاصل شد، در حالیC17در محیط کشت میکروسپورهاي جدا شده این رقم 

78/3(بالاترین میانگین باززایی گیاه کلو  داشت CHB-2در محیط کشت  را )53/32±76/0(و باززایی گیاه سبز )±75/211

  .آمد به دستW14محیط کشت  با استفاده ازدر این رقم )±51

  ، رقم، پیش تیمار، محیط کشت القاء رویان زایی، گندم هگزاپلوئیدهاي جدا شدهکشت میکروسپور: کلیدي واژه هاي

  Moieni_a@modares.ac.ir، پست الکترونیکی48292101: نویسنده مسئول، تلفن٭

  مقدمه

موضوع مهمی در مطالعات پایه و علوم  ،هاپلوئیدي

هاپلوئید گیاهان هاپلوئید و کلی به طور. کاربردي می باشد

کاربردهاي متنوعی بوده که می توان داراي  شده مضاعف

وس، مطالعات ژنتیکی، القاء به تولید لاینهاي هموزیگ

ره نمودموتاسیون، نقشه یابی ژنوم، انتقال ژن و غیره اشا

توجه ویژه  ،در اصلاح نباتات در حقیقت،.)26و 13، 3(

مبذول شده هاپلوئید و هاپلوئید مضاعفاي به گیاهان 

  . گرددمی

از سه روش ،براي تولید گیاهان هاپلوئید کلی به طور

، )هاي جدا شدهشت بساك و میکروسپورک(آندروژنز شامل 

 میان که از استفاده می شود و حذف کروموزومی ژینوژنز

از مزایايهاي جدا شدهکشت میکروسپور آنها روش

میکروسپورها را  متعددي برخوردار است از جمله اینکه
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می توان به تعداد زیادي جداسازي نمود که خود موجب 

ئید داراي پتانسیل رویان فراهم آوردن میلیونها سلول هاپلو

کلیه مراحل تشکیل ضمن اینکه   ،)24(زایی می گردد

مستقیم مورد بررسی قرار داد به طوررویان را می توان 

مشکل تشکیل رویان از  ،در این روشهمچنین .  )11(

 ضمناًسلولهاي بافت دیواره بساك وجود ندارد و 

نامه هاي بسیار مطلوبی براي بر مواد گیاهی،میکروسپورها

  .)27و 3(انتقال ژن می باشند

بر کشت  مؤثرعواملتحقیقات مختلفی بر روي 

شامل ژنوتیپ، فیزیولوژي گیاه  هاي جدا شدهمیکروسپور

بخشنده، مرحله نموي میکروسپور، پیش تیمار و ترکیب 

تا کنون از .  )27و 9(محیط کشت صورت گرفته است

ب با گرسنگی، سرما در ترکی)8(پیش تیمارهاي سرما

، شیمیایی به تنهایی )23(، گرما در ترکیب با گرسنگی)10(

موفقیت آمیزي  به طور، )28و 16(و  در ترکیب با گرما

ي کشت محیطهاهمچنین از .  در گندم استفاده شده است

، )CHB-2)18( ،A2)23(،MMS3)9متفاوتی شامل 

NPB-99)16( ،W14)14 15و( ،C17)7 (و غیره توسط 

محققین جهت کشت میکروسپورهاي جدا شده گندم 

در کشت بساك  P2محیط کشت  .استفاده گردیده است

تعداد  ،با این وجود.)17(موفقیت آمیز گزارش شده است

و  شده در مورد مقایسه پیش تیمارها مقالات منتشر

کم می  ،ي کشت مختلف در یک گونهمحیطهاهمچنین 

تعداد  ،ایرانیگندم ارقام در مورد .  )22و 21، 12(باشد

هاي جدا در مورد کشت میکروسپور تحقیقات انجام شده

اثر سه  ،در پژوهش حاضرلذا .  )1(استبسیار کم  شده

مانیتول + روز سرما  7روز سرما،  21(پیش تیمار مختلف

و همچنین پنج محیط کشت )) گرما+ شیمیایی + (و سرما 

بر صفات  P2)و  NPB-99) ،CHB-2 ،W14 ،C17مختلف

رویان زایی، باززایی گیاه کل و باززایی گیاه سبز در کشت 

هگزاپلوئید ایرانی رقم گندم دو هاي جدا شدهمیکروسپور

  .مورد بررسی قرار گرفته است )  و اترك 1مغان(

  مواد و روشها

رقم گندم هگزاپلوئید بهاره ایرانی، شامل  دو:مواد گیاهی

سه تحقیقات اصلاح و سؤو اترك، تهیه شده از م 1مغان

، مواد گیاهی این وزارت کشاورزيتولید نهال و بذر 

 .آزمایش را تشکیل داده و در شرایط مزرعه کشت شدند

دو رقم بر پایه نشان دادن تنوع مناسب در آزمایشهاي این 

رویان زایی، باززایی گیاه (اولیه براي صفات مورد مطالعه

ضر مورد استفاده در پژوهش حا ،) کل و باززایی گیاه سبز

  .قرار گرفتند

سنبله ها، در مرحله تک هسته اي میانی تا :پیش تیمار

و در پیش تیمار شده برداشت انتهایی نمو میکروسپورها

 ،در پژوهش حاضر  .)قسمت الف 1شکل (قرار داده شدند

 ،در آزمایش اول.  انجام شده استمجزا  کاملاً دو آزمایش

اثرات رقم و  ،ر آزمایش دوماثرات رقم و پیش تیمار و د

گندم  هاي جدا شدهمحیط کشت بر کشت میکروسپور

به منظور ، در آزمایش اول.  اند هگزاپلوئید بررسی شده

قرار دادن (سه پیش تیمار شامل سرما ،القاء رویان زایی

آب  ml200حاوي ml400قاعده سنبله ها در یک بشر 

به مدت گراد درجه سانتی 4معمولی و نگهداري آنها در 

سنبله ها بعد از حذف ریشکها (  مانیتول+ ، سرما )روز 21

ml40حاوي  cm10در پتري دیش شیشه اي به قطر 

و سپس به  هغوطه ور گردیدمولار 4/0محلول مانیتول 

نگهداري درجه سانتی گراد4روز در دماي  7مدت 

ا که طی آن ابتد) (گرما+ شیمیایی + (و تیمار سرما ) شدند

درجه سانتی گراد4سنبله ها به مدت یک هفته در 

 mg100نگهداري شده و سپس به محلول شیمیایی حاوي 

.HNA ،mol-2در لیتر  L-16-
.molو  D-2,4از10 L-16 -

درجه 33ساعت در  48منتقل شده و به مدت  BAPاز10

در .  مورد استفاده قرار گرفتند) قرار داده شدندسانتی گراد

ر شاهد، سنبله ها در پیش تیمار قرار داده نشدند و تیما

بلافاصله پس از برداشت، میکروسپورها جداسازي و کشت 

قرار دادن (پیش تیمار سرمایی  از ،در آزمایش دوم . شدند
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استفاده )درجه سانتی گراد4روز در  21سنبله ها به مدت 

، میکروسپورهاي جداسازي شده در و پس از آنگردید 

یط کشت القاء رویان زایی کشت شدند تا اثر آنها چند مح

  .روي رویان زایی بررسی شود

  

  
میکروسپورهاي القاء شده پس از اعمال  )ب() درصد 2رنگ آمیزي شده با استوکارمن (ي در مرحله تک هسته امیکروسپورها )الف(-1شکل 

به  رویانهاتشکیل گیاهچه ها، دو هفته پس از انتقال  )د(و تاریکی درجه سانتی گراد 28روز نگهداري در دماي  30تولید رویان پس از  )ج(پیش تیمار 

  .محیط باززایی در گیاه گندم

ي کشت القاء رویان زایی استفاده شده براي کشت میکروسپورهاي جدا شده گندم در آزمایش محیطهاpHتنظیم کنندهاي رشد گیاهی و -1جدول 

  حاضر

       pH
م کننده هاي رشد گیاهیتنظی         محیط کشت

7.0 0.2 mg l-1 2,4-D + 0.2 mg l-1  Kinetin + 1 mg l-1 PAA NPB-99
5.8 0.2 mg l-1  2,4-D + 0.2 mg l-1  Kinetin + 1 mg l-1 PAA C17
5.8 2.0 mg l-1  2,4-D + 0.5 mg l-1  Kinetin W14
5.4 0.5 mg l-1  2,4-D + 0.5 mg l-1  Kinetin CHB-2
5.8 1.5 mg l-1  2,4-D + 0.5 mg l-1  Kinetin P2

PAA: Phenylacetic acid
2,4-D: 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 

سنبله ها پس از اعمال پیش تیمار:جداسازي میکروسپورها

، سنبله آنها پس از برداشت بلافاصله و در مورد تیمار شاهد

 20کلریت سدیم به مدت هیپودرصد 5/1ها توسط محلول 

توسط آب مقطر استریل  مرتبهدقیقه ضدعفونی شده و سه 

چه هاي هر سنبله جدا سنبلسپس، .  آب کشی گردیدند

 ,speed warring 2(گردیده و به داخل ظرف استریل بلندر

Christison( ، منتقل شدند) ،براي هر مرتبه آسیاب کردن

پس ).  ندستفاده شدسنبله ا 4آمده از  به دستهاي  سنبلچه

Mمانیتول(محلول جداسازي میکروسپورها  ml40از آن، 

به داخل  توسط اتوکلاو استریل شده بود که قبلاً )3/0

ثانیه در دور  20ها طی  سنبلچه  .ظرف بلندر اضافه گردید

سوسپانسیون حاصل از آسیاب .  کند، آسیاب گردیدند

عبور  mµ100رکردن، از الک آزمایشگاهی با منافذي به قط

دیگر از محلول  ml10سپس با استفاده از . داده شد

و از الک  شسته شدهجداسازي میکروسپورها، ظرف بلندر 

در دو لوله  ،هدر نهایت، سوسپانسیون حاصل. عبور داده شد

توزیع ) در هر لوله ml25از قرار(استریل  ml50فالکون 

پس . ندردیددقیقه سانتریفیوژ گ 3به مدت  g×100و در 

 ،هحذف و رسوب حاصل محلول روشناوراز سانتریفیوژ، 

دوباره به  ،محلول جداسازي میکروسپورها از ml2توسط 
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صورت قطره قطره بر ه حالت سوسپانسیون درآمده و ب

 موجودشده استریل درصد 21محلول مالتوز  ml5روي 

×gو در دور   شده منتقل ،ml15در یک لوله فالکون 

 ml3پس از آن، . دقیقه سانتریفیوژ گردید 3مدت  به 100

محلول جداسازي از  ml10از باند بالایی جدا و در 

به  g×100در دور   مجدداًمیکروسپورها حل شده و 

محلول پس از سانتریفیوژ، .  دقیقه سانتریفیوژ شد 3مدت 

mlبا استفاده ازحذف و رسوب میکروسپورها  روشناور

gحالت سوسپانسیون درآمده و در دور محیط کشت به  10

محلول سپس، .  دقیقه سانتریفیوژ گردید 3به مدت  100×

محیط  ml2توسطهحذف و رسوب حاصل روشناور

تراکم سپس، . به حالت سوسپانسیون درآمد ،، مجدداًکشت

) لام شمارش سلول(میکروسپورها به وسیله هموسیتومتر 

  شت، تراکم بر رويا افزودن محیط کتعیین شده و سپس ب

10
4

  .تنظیم گردید ،میکروسپور در هر میلی لیتر 1×  

محیط :و باززایی گیاه هاي جدا شدهکشت میکروسپور

اول کشت القاء رویان زایی مورد استفاده در آزمایش 

هاي پیش تیمار بر کشت میکروسپوررقم و اتبررسی اثر(

و در بود ) 16(NPB-99شامل )گندم هگزاپلوئید جدا شده

بر کشت  محیط کشت ات رقم وبررسی اثر(آزمایش دوم 

از پنج محیط  )گندم هگزاپلوئید هاي جدا شدهمیکروسپور

NPB-99 )16( ،C17 )25( ،W14کشت مختلف شامل 

)20( ،CHB-2)5 ( وP2)6 (در تمام   .استفاده گردید

g l-1محیطهاي کشت مورد استفاده از 
عنوان ه مالتوز ب 90

مشاهده تنظیم کننده هاي (شدکربن استفاده  اتهیدر منبع

آنها pHي کشت و همچنینمحیطهارشد مورد استفاده در 

پس از تنظیم تراکم .)مراجعه شود 1به جدول 

 ml5میکروسپورها، سوسپانسیون میکروسپورها به میزان 

توزیع و ) mm15×55(در هر پتري دیش پلاستیکی 

 دیش گندم نیز به هر پتريهمان رقم از تخمدان  10تعداد 

 سپس، پتري دیشها پس از درزگیري شدن.  اضافه شد

28روز در دماي  30، به مدت توسط سه دور پارافیلم

و بعد از این  تاریکی نگهداري شدند ودرجه سانتی گراد

 1شکل(شمارش شد ي تشکیل شدهتعداد رویانها مدت،

ر از ه mm2حدود  اندازهرویان به  100و  )جقسمت 

منتقل ) 29(190-2جهت باززایی گیاه به محیط  ،کشت

 16و فتوپریود درجه سانتی گراد25و در دماي  هشد

هفته  2، به مدت Lux3000ساعت روشنایی و شدت نور 

و پس از آن، تعداد گیاهان سبز و آلبینو  شدهنگهداري 

 در.  )دقسمت  1شکل(باززایی شده، شمارش گردید

پیش تیمار  در و همچنین شاهدارتیم در،اولآزمایش 

به دلیل تعداد  در هر دو رقم )گرما+ شیمیایی + (سرما 

 گیاه به محیط باززاییآنها ،رویانهاي تولید شدهبسیار اندك

، دومدر آزمایش  ، به همین دلیلهمچنین .منتقل نشدند

 ، به محیط باززاییP2رویانهاي تولید شده در محیط کشت 

  .منتقل نشدند گیاه

بررسی اثرات رقم و پیش تیمار (آزمایش اول :آنالیز داده ها

ه ب،)گندم هگزاپلوئید هاي جدا شدهبر کشت میکروسپور

 3با  تصادفی طرح پایه کاملاً در قالب فاکتوریل صورت

در مورد صفت رویان زایی فاکتورها .  شدانجام تکرار

 )و اترك 1ارقام مغان(سطح 2عبارت بودند از ژنوتیپ در 

سطح و براي صفات باززایی گیاه  4و پیش تیمار در 

سطح و پیش تیمار  2فاکتورها عبارت بودند از ژنوتیپ در 

بررسی اثرات رقم و محیط (آزمایش دوم   .سطح 2در 

گندم  هاي جدا شدهکشت بر کشت میکروسپور

طرح پایه قالب در فاکتوریل صورته نیز ب، )هگزاپلوئید

در مورد صفت رویان .  انجام شدرتکرا 3با  تصادفی کاملاً

سطح و  2فاکتورها عبارت بودند از ژنوتیپ در  ،زایی

سطح و براي صفات باززایی گیاه  5محیط کشت در 

سطح و محیط  2فاکتورها عبارت بودند از ژنوتیپ در 

 مرتبهذکر گردیده هر  در آزمایشهاي. سطح 4کشت در 

.  شده است کشت مجزا به عنوان یک تکرار در نظر گرفته

 4میکروسپورهاي  ،کشت مرتبهدر واقع براي انجام هر 

10(سنبله جدا شد و پس از حصول تراکم مورد نظر 
4

  × 1 

سوسپانسیون حاصل به میزان  ،)میکروسپور در هر میلی لیتر

ml5  پس از تشکیل  و گردید توزیعدر هر پتري دیش
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و  شمارش کشت مجزا مرتبههر از  ي حاصلرویانهارویان، 

 )کشت مرتبهتعداد سنبله مورد استفاده در هر (4بر عدد 

. آید به دستتقسیم گردید تا تعداد رویان در واحد سنبله 

عدد  100براي بررسی باززایی گیاه کل و بازایی گیاه سبز، 

 گیاه اییزکشت مجزا به محیط باز مرتبهي هر رویانهااز 

ایی زد بازمنتقل شد و در نهایت پس از باززایی گیاه، درص

در این   .سبز محاسبه گردید گیاه و باززایی کل گیاه

ت آنالیز داده ها استفاده جه SPSSاز نرم افزار  ،پژوهش

همچنین براي نرمال کردن داده ها در صورت نیاز . گردید

.  از تبدیل جذري و لگاریتمی بر حسب مورد استفاده گردید

 درصد 5لاحتما در سطح LSDمقایسه میانگینها به روش 

    .انجام شد
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مقایسه میانگین اثرات متقابل رقم با پیش تیمار براي صفت  -2شکل 

اختلاف معنی دار در حروف مشترك نشان دهنده عدم (رویان زایی 

  .)می باشد درصد 5سطح احتمال 

  

0

10

20

30

40

50

مغان1 اترك 

رقم

ل
ک
ه 

یا
گ
ی 

ای
ز
ز
با
د 

ص
ر
د

21 روز سرما

مانیتول  7 روز سرما + 

a

b
b

c

  

 مقایسه میانگین اثرات متقابل رقم با پیش تیمار براي صفت-3شکل 

اختلاف روف مشترك نشان دهنده عدم ح(درصد باززایی گیاه کل 

  .)می باشد درصد 5معنی دار در سطح احتمال 
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 مقایسه میانگین اثرات متقابل رقم با پیش تیمار براي صفت-4شکل 

اختلاف حروف مشترك نشان دهنده عدم (درصد باززایی گیاه سبز 

  .)می باشد درصد 5معنی دار در سطح احتمال 
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ن اثرات متقابل رقم با محیط کشت براي صفت مقایسه میانگی -5شکل 

اختلاف معنی دار در حروف مشترك نشان دهنده عدم (رویان زایی 

.)می باشد درصد 5سطح احتمال 
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مقایسه میانگین اثرات متقابل رقم با محیط کشت براي صفت  -6شکل 

اختلاف معنی دار حروف مشترك نشان دهنده عدم (باززایی گیاه کل 

  .)می باشد درصد 5تمال در سطح اح
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مقایسه میانگین اثرات متقابل رقم با محیط کشت براي صفت  -7شکل 

اختلاف معنی دار حروف مشترك نشان دهنده عدم (باززایی گیاه سبز

  .)می باشد درصد 5در سطح احتمال 

  نتایج

اثرات رقم و پیش تیمار بر کشت (آزمایش اول

متقابل  اثر):دگندم هگزاپلوئیمیکروسپورهاي جداشده

 ات مورد بررسی در این آزمایشصفبرايرقم با پیش تیمار

احتمال و باززایی گیاه سبز در سطح رویان زایی شامل

 1احتمال و همچنین باززایی گیاه کل در سطح درصد5

فاقد  رقم و پیش تیمار معنی دار بود لذا اثرات سادهدرصد

گین اثرات فقط مقایسه میان و )2جدول (اعتبار هستند

نشان  2شکل .  )4و 2،3لاشکا(متقابل ذکر شده است

باوجود معنی دار شدن اثر متقابل رقم با پیش  دهد کهمی

، ارقام مورد )2جدول (تیمار در مورد صفت رویان زایی

به نظر می رسد . اند روند مشابه اي را داشته مطالعه تقریباً

اثر متقابل، نوع  جه به این روند مشابه و معنی دار بودنبا تو

هرچند ، به صورت تغییر در مقدار می باشداین اثر متقابل 

.تغییرات فاکتور در سطوح یکدیگر شدید نبوده است که

+ روز سرما  7با پیش تیمارهر دو رقم ترکیب تیماري

مغان (میزان رویان زایی را داشته است  بیشترین،مانیتول

رویان در  33/92±33/2اترك  و33/81±66/4یک 

طور که ملاحظه می گردد پیش تیمار همان .)واحد سنبله

، مانیتول+ روز سرما  7روز سرما پس از پیش تیمار  21

کمترین میزان رویان .  تر می باشدنسبت به سایر تیمارها بر

 33/1±33/0(بوده است زایی نیز مربوط به تیمار شاهد

 قم اترك اصلاًو در ر1مغاندر رقم رویان در واحد سنبله

  ).رویانی حاصل نشد

  

  تجزیه واریانس صفات مورد مطالعه در آزمایش اول-2جدول 

  

  منبع تغییرات

  میانگین مربعات  درجه آزادي

باززایی گیاه   باززایی گیاه کل  رویان زایی

  سبز

باززایی گیاه   باززایی گیاه کل  رویان زایی

  سبز

  1  1  1(A)رقم 
*

045/0  
ns

750/0  
**

427/384  

  3  1  1(B)پیش تیمار 
**

381/3  
**

083/850  
**

672/149  

  3  1  1  (AB)پیش تیمار × رقم 
*

031/0  
**

750/270  
*

688/31  

  890/4  417/15  008/0  8  8  16  خطاي آزمایشی

C.V.  8/7%  1/15%  6/13%  

**
،

 *
و

ns
و عـدم وجـود اخـتلاف معنـی دار     % 5تمـال  ، وجـود اخـتلاف معنـی دار در سـطح اح    %1وجود اختلاف معنی دار در سطح احتمـال  به ترتیب  

  .باشندمی

مقایسه میانگین تیمارهاي مورد آزمایش براي صفات درصد 

در  ترتیبه ب باززایی گیاه کل و درصد باززایی گیاه سبز

با پیش تیمار اترك رقم.  ندنشان داده شده ا 4و  3لاشکا

 بهترین میزان باززایی گیاه کل را ،مانیتول+ روز سرما  7

 ،1رقم مغاندر .)درصد 33/39±33/0(استداشته 

منجر به در  مانیتول+ روز سرما  7اگرچه اعمال پیش تیمار 

) درصد 33/29±02/2(صد باززایی گیاه کل بیشتري 

±46/3(روز سرما  21ر نسبت به اعمال پیش تیما

 اختلاف معنی داري بین این دو شده است اما) درصد22

با پیش تیمار  اترك رقمهمچنین . شدپیش تیمار ملاحظه ن
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بالاترین درصد باززایی گیاه سبز را  ،مانیتول+ روز سرما 7

رقم در  کهدر حالی )درصد 03/27±35/1(استداشته 

روز  21و  مانیتول+ روز سرما  7بین پیش تیمار  ،1مغان

تلاف معنی داري ، اخبراي صفت باززایی گیاه سبزسرما 

 65/8±29/1و  45/12±68/0یب ترته ب(ملاحظه نشد

  .)درصد

  

  جزیه واریانس صفات مورد مطالعه در آزمایش دومت -3جدول 

  

  منبع تغییرات

  میانگین مربعات  درجه آزادي

باززایی گیاه   رویان زایی

  کل

باززایی گیاه 

  سبز

باززایی گیاه   رویان زایی

  کل

باززایی گیاه 

  سبز

  1  1  1(A)رقم 
**

355/61  
ns

005-E94/1  
**

715/99  

  4  3  3(B)محیط کشت 
**

688/197  
**

127/0  
**

412/303  

  4  3  3  (AB)محیط کشت × رقم 
**

635/28  
**

072/0  
**

835/286  

  678/9  005/0  553/1  16  16  20  خطاي آزمایشی

C.V.  8/11%  5%  8/16%  

**
،

 *
و

ns
و عـدم وجـود اخـتلاف معنـی دار     % 5، وجـود اخـتلاف معنـی دار در سـطح احتمـال      %1وجود اختلاف معنی دار در سطح احتمـال  به ترتیب  

  .باشندمی

اثرات رقم و محیط کشت بر کشت (آزمایش دوم

اثرات ):گندم هگزاپلوئیدمیکروسپورهاي جدا شده

در  صفت رویان زایی از لحاظ متقابل رقم با محیط کشت

فقط  لذا ،) 3جدول(معنی دار بود  درصد 1مالاحت سطح

.  ذکر شده است 5مقایسه میانگین اثرات متقابل در شکل

با محیط کشت  1رقم مغان نشان می دهد کهاین شکل 

C17 71/7(، بیشترین میزان رویان زایی را داشته±

قرار گرفته  aو در گروه ) رویان در واحد سنبله 08/422

CHB-2قم اترك، محیط کشت که در ردر حالی.است

نسبت به  )رویان در واحد سنبله 77/8±75/211(

این  هرچند کهبرتر بوده است،  ي کشت دیگرمحیطها

رویان در  W14)31±175محیط کشت با محیط کشت 

رقم هر دو .  تفاوت معنی داري نداشته است ) واحد سنبله

و  هرین میزان رویان زایی را داشتکمت  P2با محیط کشت 

و  25/11±90/1مغان یک (اند قرار گرفته  fدر گروه 

سایر .  )رویان در واحد سنبله  16/4±30/0اترك 

  .در بین این دو محدوده قرار گرفته اند ترکیبات تیماري

و  CHB-2 ،W14ي کشت محیطها،همچنین در هر دو رقم

C17 کشت نسبت به دو محیطNPB-99  وP2به طور 

  .  برتر بوده اندنظر میزان رویان زاییاز  معنی داري

در مورد صفات درصد باززایی گیاه کل و درصد باززایی 

 در سطح ، اثر متقابل رقم با محیط کشتنیز گیاه سبز

مقایسه  لذا فقط و )3جدول(معنی دار شد  درصد 1احتمال

براي صفات درصد باززایی گیاه کل  میانگین اثرات متقابل

نشان  7و  6در اشکال ترتیبه ه سبز بو درصد باززایی گیا

بیشترین  ،W14کشت محیط دراترك رقم.  داده شده است

و در گروه  ) درصد 51±78/3(را داشته کل باززایی گیاه

a با محیط کشت  همین رقمکه ، درحالیاست قرار گرفته

NPB-99  را  )درصد 13±08/2(کمترین باززایی گیاه

 ،1مورد رقم مغاندر.  گرفته است قرار dداشته و در گروه 

کشت درصد باززایی گیاه کل مربوط به محیطبالاترین

C17)45/1±66/31 محیط مربوط بهو کمترین ) درصد 

 به طور.  بوده است) درصد NPB-99)46/3±22کشت

از پتانسیل باززایی  1مغان رقم رقم اترك در مقایسه باکلی

در مورد باززایی گیاه .  گیاه بیشتري برخوردار می باشد

بیشترین باززایی  CHB-2با محیط کشت  رقم اترك،سبز

داشته است و رقم را) درصد 53/32±76/0(گیاه سبز 
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ترتیبه ب(W14و  NPB-99ي کشت محیطهابا  1مغان

و همچنین رقم ) درصد 13/6±96/0و  30/1±68/8

) درصد C17)83/0±60/10کشت اترك با محیط

  .ن باززایی گیاه سبز را داشته اندکمتری

  بحث

گذار و مهم در تأثیردو عامل  ،یمحیط عوامل ژنوتیپ و

ید از در گندم، تولید گیاهان هاپلوئ.  آندروژنز می باشند

گیاه رویان زایی، باززایی طریق آندروژنز توسط سه صفت

مستقل به ارث  به طورو نسبت گیاه سبز به آلبینو که کل 

49در مطالعه کشت بساك ).4(رل می گرددمی رسند، کنت

Sarrafiو  Moieniکه توسط  هگزاپلوئید گندم ژنوتیپ

، صورت گرفت، تنوع ژنتیکی معنی داري میان )1995(

.  )17(ژنوتیپها براي همه صفات ملاحظه شده است

داراي دانه سخت  ارقامهمچنین مشخص شده است که 

انه نرم، پاسخ داراي د ارقامنسبت به ) قرمز و سفید(

از خود نشان  هاي جدا شدهبالاتري به کشت میکروسپور

د که ننشان می دهکلی گزارشات به طور).  16(می دهند

توارثی بوده و تنوع براي آنها مشاهده  ،صفات آندروژنیک

نتایج حاصل از آزمایش حاضر نیز وجود تنوع .  می گردد

در دو  سبز رویان زایی و باززایی گیاهژنتیکی براي صفات 

هاي جدا از طریق کشت میکروسپورو اترك 1رقم مغان

دهد که ی مختلف نشان ممطالعات  .نشان می دهد شده

القاء رویان  کشت دیگري مانند پیش تیمار، محیط عوامل

 12، 9(بسیار مهمی بر آندروژنز دارند تأثیرزایی و غیره نیز 

به عبارت دیگر می توان گفت که صفات ).  26و

اثر  ضمناً .نیز هستندیمحیط عوامل تأثیردروژنیک تحت آن

وجود دارد  یمحیط عوامل متقابل معنی داري بین ژنوتیپ و

ین موضوع را به نیز ا ،که نتایج حاصل از این پژوهش

اثرات در آزمایش اول، که يبه طوروضوح نشان می دهد، 

اثرات متقابل  ،متقابل رقم و پیش تیمار و در آزمایش دوم

  .م و محیط کشت القاء رویان زایی معنی دار شده بودندرق

طبیعی  به طوراگرچه در بعضی گونه ها، میکروسپورها 

 داراي پتانسیل ذاتی براي رویان زایی می باشند، اما فراوانی

 ،آندروژنز بدون استفاده از پیش تیمار تولید رویان در

یمار خیلی کم می باشد، بنابراین استفاده از پیش ت معمولاً

مناسب به منظور القاء رویان زایی براي کسب نتایج خوب 

تا کنون از پیش تیمارهاي مختلفی شامل .  لازم می باشد

گرما در ، )10(، سرما در ترکیب با گرسنگی)8(سرما 

شیمیایی به تنهایی و  در ترکیب ، )23(ترکیب با گرسنگی

فاده گندم استدر يموفقیت آمیز به طور،)16و  8(با گرما 

آمده از پژوهش حاضر نشان می  به دستنتایج .  شده است

 کشت مستقیم ،1در بعضی ارقام مانند مغان  دهد که

 ،یعنی بدون اعمال پیش تیمار ،ي جدا شدهمیکروسپورها

حاوي مالتوز  ) NPB-99(رویان زایی در  محیط کشت

دلیل ه کافی می باشد، ببراي القاء رویان زایی میکروسپورها

تدریج هیدرولیز شده و باعث گرسنگی ه که مالتوز باین

 در بعضی از ارقام اما، )12(دادن به میکروسپورها می شود

در  ي جدا شدهکشت مستقیم میکروسپورها ،اترك مانند

محیط کشت حاوي مالتوز نمی تواند موجب القاء رویان 

براي  "گرسنگی+ سرما "زایی گردد و پیش تیماري مانند 

توان گفت کلی می به طور  .زایی لازم می باشد القاء رویان

که برخی ارقام نسبت به تنش بسیار حساس بوده و به 

رویان تولید  کم و بیش کوچکترین تنش پاسخ می دهند و

مانند اما برخی ،)2(فلات و 1مغان مارقامانند ، می نمایند

و ابل تنش از خود مقاومت نشان دادهدر مق رقم اترك

.  لازم می باشد آنها جهت رویان زایی یدشداعمال تنش 

هر حال با وجود امکان تولید رویان بدون اعمال پیش ه ب

و فلات، جهت  1تیمار در برخی از ارقام مانند مغان

حصول نتیجه مطلوب می بایست پیش تیمار مناسب اعمال 

اگرچه نتایج بسیار خوبی از اعمال پیش تیمار   ).2(گردد 

، )2002(و همکاران  Liuتوسط  "رماگ+ شیمیایی "تلفیقی 

آمده است، اما به نظر می رسد که ترکیب سرما با  به دست

داراي اثر مطلوبی  ) "گرما+ شیمیایی "(ها این پیش تیمار

سه تنش نبوده و اعمال  هاي جدا شدهکشت میکروسپوربر 
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 به طور. )16(، حتی می تواند اثر منفی داشته باشدمختلف

معنی  متقابل آمده از این پژوهش، اثربه دستکلی نتایج 

، باززایی رویان زایی تاتیمار را براي صف دار رقم و پیش

حال، با این اما  .دهدنشان می گیاه کل و باززایی گیاه سبز

روند مشابهی را در پاسخ به  دو رقم مورد مطالعه تقریباً

پیش تیمارهاي استفاده شده در آزمایش حاضر داشتند و 

 کل و باززایی گیاه باززایی گیاه میزان رویان زایی،بالاترین 

+ روز سرما  7"رقم در اثر اعمال پیش تیمار  دوسبز در هر 

رسد نظر میه بنابر این بو  آمده است به دست"گرسنگی

موفقیت در کشت  را جهت حصولکه بتوان این پیش تیمار 

  .بررسی کردمیکروسپور ارقام مختلف 

ي کشت محیطهاتأثیرزمایش در موردنتایج حاصل از این آ

روي رویان زایی در و اثر متقابل محیط کشت و ژنوتیپ 

در توافق با نتایج ،گندم هاي جدا شدهکشت میکروسپور

کلی تحقیقات  به طور  .)21، 14(سایر محققین می باشد

کربن، نیتروژن و تنظیم  هیدرات نشان داده است که منابع

، 12(مهمی بر آندروژنز دارند رتأثیکننده هاي رشد گیاهی 

کربن هیدرات دلیل یکسان بودن منبع ه بنابراین ب.  )21، 19

ي کشت القاء رویان زایی استفاده شده در محیطهادر تمام 

رسد که اختلاف ملاحظه شده بین نظر میه این پژوهش، ب

دلیل تفاوت در ه ب عمدتاً ،مورد مطالعه ترکیبهاي تیماري

وژن استفاده شده و همچنین تنظیم کننده میزان و نوع نیتر

 pHو حتی  ي کشتمحیطهاکار رفته در این ه هاي رشد ب

 ي کشت،محیطهااوت ارقام به این باشد و پاسخ متف آنها

  . احتمالا به نیازهاي متفاوت ژنوتیپها بر می گردد

پیش تیمار با رقم  متقابل این پژوهش، اثر در،کلی به طور

، معنی دار بودکشت القاء رویان زایی محیط  نیز رقم با و

که خود نشان می دهد ژنوتیپ و عوامل محیطی، دو عامل 

گذار و مهم در کشت میکروسپورهاي جدا شده گندم  تأثیر

می باشند و هر دو این عوامل صفات رویان زایی، باززایی 

گیاه کل، باززایی گیاه آلبینو و باززایی گیاه سبز را تحت 

 ،آمده به دستتوجه به نتایج با . هنددثیر قرار میأت

را به عنوان  "مانیتول+ روز سرما  7"توان پیش تیمار می

.  و مناسب براي هر دو رقم پیشنهاد کرد مؤثرپیش تیماري 

اختصاصی می توان براي رقم  به طوردرمورد محیط کشت، 

ي محیطهاو براي رقم اترك،  C17، محیط کشت 1مغان

بدیهی است که با .شنهاد نمودرا پیW14و  CHB-2کشت 

رد می توان عملک ،در آینده ،انجام آزمایشات تکمیلی

هاي جدا از طریق کشت میکروسپور صفات آندرو ژنیک

اصل از آزمایشات این و نتایج ح بخشیدهرا بهبود  شده

  .براي پیشرفتهاي آتی خواهد بود پژوهش، بستر مناسبی
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Effects of Cultivar, Pretreatment and Embryo Induction Medium 
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Abstract

Haploids and doubled haploids plants are important materials for production of 
genetically homozygous lines, genetic analysis, induction of mutation, genome mapping 
etc.  Among the haploid plants production methods, isolated microspore culture has 
advantages over other methods.  The efficiency of microspore culture is influenced by 
different factors.   In this research, the effects of 3 factors including cultivar (in 2 levels: 
Moghan1 and Atrak), pretreatment (in 4 levels: control, 21 days cold, 7 days cold + 
mannitol and cold + (chemical + heat)) and embryo induction medium (in 5 levels: 
NPB-99,  C17,  W14,  CHB-2  and  P2) in isolated microspore culture of hexaploid 
wheat were investigated.  Results showed significant interaction effects between 
cultivars and pretreatment and embryo induction medium.  In both of the studied 
cultivars (Moghan1 and Atrak), “7 days cold + mannitol” pretreatment produced the 
highest mean of embryogenesis (81.33 ± 4.66 & 92.33 ± 2.33), total plant regeneration 
(29.33 ± 2.02 & 39.33 ± 0.33) and green plant regeneration (12.46 ± 0.68 & 27.03 ± 
1.35). In the case of medium, in cultivar Moghan1 the highest means of embryogenesis 
(422.08 ± 7), total plant regeneration (31.66 ± 1.45), and green plant regeneration (26.5 
± 2.29) were produced using C17 medium, but cultivar Atrack produced the highest 
means of embryogenesis (211.75 ± 8.77) and green plant regeneration (32.53 ± 0.76) in 
CHB-2 medium, and the highest mean of total plant regeneration (51 ± 3.78) in W14 
medium. 

Keywords: Isolated microspore culture, Pretreatment, Embryo induction medium, 
Hexaploid Wheat, Cultivar   
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