
Arc
hive

 of
 S

ID

  ...هاي جداسازي و تاثير محيط

  327

  نهال و بذر نژادي مجله به
1391، سال 2 ، شماره 28-1جلد   

  مقاله كوتاه علمي
 

Scientific Short Article 
 

  )Rosa hybrida(زايي ميكروسپور در رز  هاي جداسازي و كشت بر القاي جنين تاثير محيط
 

Influence of Lsolation and Culture Media on Induction of Microspore 
Embryogenesis in Roses (Rosa hybrida) 

 
 و 4همتا ، محمدرضا بي3مريم دهستاني، 2پناهي شريعت مهران عنايتي، 1مهناز عروجلو

 5جعفرخاني كرماني مريم
 

  ، كرجگروه بيوتكنولوژي، دانشگاه آزاد اسلامي، ، واحد كرجدانشجوي سابق كارشناسي ارشد -1
  كشاورزي كشور، كرجاستاديار، موسسه تحقيقات بيوتكنولوژي  -5 و 2
   و استاد، پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران، كرجمحقق به ترتيب -4 و 3

  
  9/5/1390:                 تاريخ پذيرش20/1/1390: تاريخ دريافت

 
  چكيده

 
هـاي جداسـازي و كـشت بـر القـاي             تاثير محيط   .1391 .و جعفرخاني كرماني، م   . ر. همتا، م   ، بي .، دهستاني، م  .پناهي، م   شريعت  ، عنايتي .عروجلو، م 

 .327 - 333: 28-1نژادي نهال و بذر    مجله به.)Rosa hybrida(زايي ميكروسپور در رز  جنين

  

 انجـام  بـا  مـيلادي  هفـدهم  قـرن  از رز اصلاح
 ارقـام  توليـد  بـراي  ها  يافته  جهش انتخاب و  تلاقي
 از بــسياري). Gudin, 2000( شــد آغــاز جديــد
 هــاي بيمــاري بــه حــساس شــده صــلاحا رزهــاي
 نسبتاً ديپلوئيد هاي گونه با تلاقي و هستند قارچي
ــاوم ــه مق ــل ب ــازگاري دلي ــاوت و ناس ــطح تف  س

   توليــد). Gudin, 2000(نيــست  ميــسر پلوئيــدي
 امكـان ،  تجاري تتراپلوئيد ارقام از هاپلوئيدها دي

ــي ــا تلاقـ ــه بـ ــاي گونـ ــشي هـ ــد و  وحـ   ديپلوئيـ
ــاًم ــال ژنتعاقب ــاي  انتق ــه ه ــوب از گون ــاي   مطل ه

كنــد  مــي فــراهم را هاپلوئيــد ديپلوئيــد بــه دي 

)Meynet et al., 1994, 1996.( ــد  توليـ
ــاد و هاپلوئيــــــدها دي از هاپلوئيــــــدها  ايجــــ
 هـاي  لايـن  عنـوان  به ها آن از كه دابلدهاپلوئيدها
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 بساك كشت روش دو به كه است آندروژنز
ــشت و ــپور كــ ــام ميكروســ ــي انجــ ــو مــ  دشــ
 ).2009، ميبــدي امــامي و پنــاهي شــريعت عنــايتي(

ــاده  ــط از روش مــ ــاكنون در رز فقــ ــي  تــ زايــ
ــارتنوژنز( ــرده ) پ ــتفاده از گ ــا اس ــا ب ــارور ه ي ناب

ــاه     ــد، گي ــم تتراپلوئي ــده از يــك رق ــابي ش پرتوت
هاپلوئيد توليد شـده اسـت كـه البتـه كـارايي             دي

توليد گياهان هاپلوئيـد در آن بـسيار پـائين بـوده            
كـشت  ). Meynet et al., 1994, 1996(اسـت  

ــا موفقيــت در دو جــنس از خــانواده    بــساك ب

Rosaceae  انجام شده  فرنگي و سيب     شامل توت
)Hofer, 2004 ؛Hofer et al., 1999 ؛ 

Hennry et al., 1999 ( اما در رز كشت بساك
  آميــــــز نبــــــوده  و ميكروســــــپور موفقيــــــت

ــت ــايي. اســــ ــوش طبــــ ــوي زاده و خــــ   خــــ
)Tabaiizadeh and Khosh-Khui, 1981 (

 دوهـاي    اولين گزارش القـاي كـالوس از بـساك        
گونه رز تتراپلوئيد را ارائـه دادنـد، امـا موفـق بـه              

ــاززايي  ــالوسبــ ــشدند از كــ ــا نــ ــا  راه. هــ پيمــ
(Rahpayma, 2006) كشت بساك رز را مورد 

سـازي   بررسي مجـدد قـرار داد و موفـق بـه بهينـه            
هـاي ايجـاد     د، هـر چنـد كـالوس      ش ـزايي   كالوس

شده از نظـر سـطح پلوئيـدي تتراپلوئيـد بودنـد و             
  .انـد  د كه منـشا ميكروسـپوري داشـته       شنمشخص  

ده هـيچ   در زمينه كشت ميكروسپورهاي جـدا ش ـ      
گزارشـــي، بـــا وجـــود مزايـــاي متعـــدد كـــشت 
ميكروسپورهاي جدا شـده در مقايـسه بـا كـشت           

بنابراين در اين تحقيق روش     . بساك وجود ندارد  
مـورد مطالعـه قـرار      زايي ميكروسپور    القاي جنين 

  .گرفت
در اين آزمايش از رقم تتراپلوئيد تجـاري رز         

HAV1  گياهان در فيتوترون با دماي     . استفاده شد
 درصد و   70گراد، رطوبت نسبي      درجه سانتي  20

.  هـزار لـوكس پـرورش داده شـدند         16روشنايي  
زايــي ميكروســپور،  اولــين مرحلــه مهــم در جنــين

هـايي كـه     غنچه. استتعيين مرحله مناسب غنچه     
اكثريــت ميكروسپورهايــشان در مرحلــه انتهــايي  

آميـزي   تك سـلولي بودنـد، بـا اسـتفاده از رنـگ           
DAPI )4, 6-diamidino-2-phenylindole (

بـه   % 5/3(سـديم    تاز هيپوكلري ـ . ندشدشناسايي  
 ضـــدعفوني بـــراي)  دقيقـــه15 و 10 ، 5مـــدت 
هاي جداسـازي    محيط. هاي رز استفاده شد    غنچه
ــامل ، )AB) Touraev et al., 1996 وB  ش
NLN )Fletcher et al., 1998 ( هـاي   و محـيط

 ،)AT3 )Touraev et al., 1996كشت القايي شـامل  
AT3 (1))  شــامل محــيط پايــهAT3 بــه عــلاوه 

ــالبومين حــاوي ــر90لاكت ــالتوز  گــرم در ليت ، )م
AT3(2))   ــه ــيط پاي ــامل مح ــلاوه  AT3ش ــه ع  ب

 ،) گـرم در ليتـر گلـوكز     1/45لاكتالبومين حـاوي  
AT3 (3))  شــامل محــيط پايــهAT3 بــه عــلاوه 

، ) گـرم در ليتـر سـاكارز       5/85لاكتالبومين حاوي 
TM ،TMG ،NLN-13, A260(   مـورد بررسـي 

ــد  ــرار گرفتن ــپورها، از  . ق ــسيون ميكروس سوسپان
مـايع  .  عبور داده شـدند µm  58فيلتر با قطر منافذ

 rpm1200  دقيقـه در  5فيلتر شده دو بار به مدت 
نـشين   رسـوب تـه   . شـد  سـانتريفوژ    C°4در دماي   

 تعيـين   بـراي  FDAآميـزي بـا      پس از رنـگ   شده  
ــا اســتفاده درصــد زنــده  از مــاني ميكروســپورها ب
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هاي مختلـف    در محيط  ،ميكروسكوپ فلورسنت 
 و در دماهــاي مختلــف شــامل كنتــرل   كــشت 

)C°25 ( و تــنش حرارتـــي )C°30(  در شـــرايط
پــس از اعمــال تــنش . تـاريكي نگهــداري شــدند 

 هـا بـه فيتـوترون بـا دمـاي      حرارتي تمامي كشت

C°25 ــد ــال يافتنــ ــاريكي انتقــ ــفات.  و تــ   صــ
 چنـد   مورد ارزيـابي شـامل فراوانـي سـاختارهاي        

منــتج از ) Multi-cellular structures( ســلولي
ميكروسپور بعد از گذشت دو هفتـه از كـشت از           

آميــزي بــا مــاده رنگــي اختــصاصي  طريــق رنــگ
DAPI هــا در قالــب طــرح  آزمــايش. شــد تعيــين

 تكرار انجام شـد     سهآزمايشي كاملا تصادفي در     
افـزار   ها بـا اسـتفاده از نـرم        و تجزيه و تحليل داده    

 و مقايسه   EXCEL و   SAS  ،MSTATCآماري  
  ها با استفاده از آزمـون دانكـن در سـطح           ميانگين

  .شد درصد انجام 5
پـــــس از جداســـــازي ميكروســـــپورها و   

ــا  رنــگ  بهتــرين مرحلــه مرحلــه DAPIآميــزي ب
سلولي كه مناسب كشت ميكروسپور      انتهايي تك 

 و در اين مرحله ميكروسپورها توانايي تغيير        است
ــامتوفيت  ــسير از گ ــپوروفيتي را   م ــمت اس ــه س ي ب

ســلولي  مرحلــه انتهــايي تــك. تعيــين شــد) دارنــد
اي اسـت كـه در آن هـسته سـلول بـزرگ              مرحله

بوده و در كناره ديواره سـلولي بـه دليـل بـزرگ             
در گياهان مختلـف،   . گيرد بودن واكوئل قرار مي   

سلولي به كـشت ميكروسـپور       مرحله انتهايي تك  
 غنچـه ارتبـاط     پاسخ خوبي نشان داده و با انـدازه       

ــستقيم  ــق . داشــتم ــن تحقي ــايج اي ــايج   نت ــا نت ب
 كــه از كــشت )1981(زاده و خوشــخوي  طبــائي

ها نيـز مرحلـه      بساك رز به دست آمده بود و آن       
سـلولي را بـه عنـوان بهتـرين مرحلـه            انتهايي تك 

  .انتخاب كرده بودند، مطابقت داشت
ــان و نــوع       ــدت زم ــر م ــانگين اث ــسه مي مقاي

سـپورها نـشان داد كـه       ضدعفوني سطحي ميكرو  
 سـديم   تضدعفوني ميكروسـپورها بـا هيپوكلري ـ     

 مـاني   دقيقه بيشترين درصد زنده    5به مدت    % 5/3
ماني را در مدت     و كمترين درصد زنده   %) 3/69(

ــا ايــن وجــود ضــدعفوني در 15    دقيقــه داشــت ب
 دقيقــه كمتــرين آلــودگي را در حــين كــشت 15

يط مقايـسه ميـانگين اثـر مح ـ      ). 1شكل  (نشان داد   
مــــــاني  جداســــــازي روي درصــــــد زنــــــده

ميكروسپورهاي رز نشان داد كـه بهتـرين محـيط          
ــازي، محــيط ــرين  %)B )84/59 جداس و كمت

%) AB) 2/28ماني مربوط بـه محـيط        درصد زنده 
سديم به طور گسترده     تهيپوكلري). 1 شكل(بود  

در كــشت ميكروســپورهاي جــدا شــده غــلات و 
ورد اسـتفاده  ها ماننـد كلـزا م ـ   اي بسياري از دو لپه  

در ). Zhang et al., 2006( قـرار گرفتـه اسـت   
ــيط   مــاني در  هــاي شستــشو بيــشترين زنــده    مح
ــايج احمــدي  Bمحــيط  ــا نت ــشاهده شــد كــه ب   م

(Ahmadi, 2009)محيط .  مطابقت داردB براي 
ــرل   ــف و هبـ ــط تورائـ ــار توسـ ــين بـ ــرز-اولـ   بـ

)Touraev and Heberle-Bors, 1999(   بـراي
  و ون به كار بـرده شـد      جداسازي ميكروسپور توت  

  نيـز  اين محيط براي جداسازي ميكروسپور سيب     
ــرار   ــتفاده قــ ــورد اســ ــهمــ ــشترين گرفتــ    و بيــ

ــده  ــد زن ــاني را بـ ـ درص ــت آه م ــدس ــتدم   ه اس
)Hofer et al., 1999 .(    عامـل مهـم در محـيط
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و محيط جداسازي بر  % 5/3 سديمت مقايسه ميانگين اثر مدت زمان ضدعفوني با هيپوكلري-1شكل 
% 5دار در سطح احتمال  دهنده اختلاف معني حروف غير مشابه نشان( ماني ميكروسپورهاي رز درصد زنده

  )استبا آزمون دانكن 
Fig. 1. Mean comparison for the effect of sterilization period with sodium hypochlorite 
3.5% and isolation medium on viability of microspores in roses (means with different 
letters are significantly different at p=0.05) 

  
ــشار  Bجداســازي  ــانيتول در تنظــيم ف  ، وجــود م

مــاني  اســمزي محــيط اســت كــه بــسيار بــر زنــده 
 و در مـواردي     كنـد   مـي ميكروسپورها نقش ايفاء    

 در محـيط    مثل گندم تركيب مانيتول و سوربيتول     
AB     كـه در رز     دهد حـال آن      بهترين نتيجه را مي

مانيتول به تنهـايي توسـط ميكروسـپورها تـرجيح          
ــد ــده از  . داده شــ ــدا شــ ــپورهاي جــ   ميكروســ

 بــه منظــور القــاي  HAV1هــاي رز رقــم  غنچــه
، AT3(هــاي مختلـــف   زايــي در محــيط   جنــين 

AT3(1)، AT3(2)  ،AT3(3) ،TM ،TMG ،
A260 و NLN-13 ( ــده و ــشت شـ ــنش كـ  در تـ

 روز  هفـت گراد به مدت      درجه سانتي  30حرارتي
  .قرار گرفتند

 AT3(1(نتايج نشان داد كه در محيط كشت        
سـلولي تـشكيل     بيشترين درصد ساختارهاي چنـد    

 ســاختارهاي  A260شــد و در محــيط كــشت  
 حـاوي   AT3هاي محيط. نشدچندسلولي مشاهده   

 AT3(2)  ،AT3(3) TM  گرم در ليتر مالتوز،    90
 TMG گــرم در ليتــر ســاكارز و 17/171حــاوي 
 گــرم در ليتــر گلــوكز بــا اخــتلاف  1/99حــاوي 

ــه هــم  ــسبت ب ســاختارهاي چندســلولي  كمــي ن
ــتلاف     ــاري اخـ ــر آمـ ــد و از نظـ ــشكيل دادنـ تـ

). 2شــكل ( نداشــتند% 5داري در ســطح  معنــي
دهـد كـه لاكتـالبومين       مقايسه ميانگين نـشان مـي     

روي درصــد تــشكيل ســاختارهاي چنــد ســلولي 
و باعث تغيير مـسير رشـد    ثبتي داشته استتاثير م

ميكروسپور به سمت اسـپوروفيتي يـا بـه عبـارتي           
 چهـار اما پـس از     ) 2شكل  (زايي شد    القاي جنين 

به . شدهفته رشد ساختارهاي پيش جنين متوقف       
رسد كه لاكتالبومين كه داراي منبع غنـي         نظر مي 
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 اخــتلاف(زايــي ميكروســپور رز د القــاي جنــين مقايــسه ميــانگين اثــر محــيط كــشت روي درصــ-2شــكل 
  ).هستنددار  معني% 5هاي داراي حروف مختلف در سطح احتمال  ميانگين

Fig. 2. Mean comparison for the effect of  induction  media on microspore 
embryogenesis in roses (means with different letters are significantly different at 
p=0.05).  

  
از اسيدهاي آمينه اسـت بـراي شـروع تقـسيمات           
ســلولي مــوثر بــوده و باعــث افــزايش تقــسيمات  

 .سلولي شده است

ــالتوز و ســاكارز عمــومي  ــورد   م ــرين قنــد م ت
ــساك و   ــراي كــشت ب اســتفاده در محــيط القــا ب

ــه ــپور گونــ ــاي مختلــــف  ميكروســ اســــت هــ
)Shariatpanahi et al., 2006 .(  در گنـدميان

كـه بـراي    ترين قند است، در حالي  مناسب مالتوز
. شود كشت ميكروسپور كلزا ساكارز استفاده مي     

در جو و توتون مشخص شده است كـه سـاكارز           
به سرعت متابوليزه شده و با تجمع مقدار زيـادي          

ــوگيري مــي   ــين جل ــشاسته از تكــوين جن ــد ن . كن
كه مالتوز به كندي تجزيه شـده و منجـر          درحالي

ــين ــه جنــ ــپور زايــــي ميكر بــ ــود  مــــيوســ شــ
)Shariatpanahi et al., 2006 .( ــشت در ك

زايـي در    ميكروسپور سيب بيشترين درصد جنـين     
كـه در    محيط حاوي مالتوز حاصل شد درحـالي      

زايـي   محيط حاوي ساكارز كمترين درصد جنين     
ــشاهده شــد ــن ).Hofer et al., 1999(م در اي
هاي حاوي لاكتـالبومين بـه عـلاوه         بررسي محيط 
زايي نسبت به بقيه     ف به القاي جنين   قندهاي مختل 

هــا پاســخ بهتــري داده و بيــشترين  محــيط كــشت
ــيط داراي    ــلولي در محــ ــاختارهاي چندســ ســ

 بنـابر . لاكتالبومين به عـلاوه مـالتوز تـشكيل شـد         
ــوع و غلظــت   گــزارش ــه دســت آمــده، ن هــاي ب

 كربوهيدرات بسته به گياه و گونه متفاوت اسـت        
)Hofer et al., 1999.(  قيـق ضـمن   در ايـن تح

زايـــي  تعيـــين عوامـــل مـــوثر بـــر القـــاي جنـــين
زايـي از    ميكروسپور براي اولين بار در دنيا جنـين       

  .شود ميميكروسپورهاي جدا شده رز گزارش 
  

  .DAPIزايي، تنش،  رز، ميكروسپور، جنين :هاي كليدي واژه
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