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  دهيچك
خالص  يها نيد لايتول يمد براآع و كاريسر يروش عنوان به، يوتكنولوژيب يروشهاد با استفاده از ياهان هاپلوئيد گيامروزه تول

ن روش به حساب يترمؤثرك بساك، يكروسپورها در ياد ميبالا بودن تعداد ز دليل بهان، آندروژنز ين ميدر ا. مورد توجه است
كاشان و ( ).Rosa damascena Mill( محمدي گلپ يط كشت بر كشت بساك در دو اكوتيب محيق حاضر اثر تركيدر تحق. ديآ يم

در مرحله  H1ط كشت يپ كاشان اثر متقابل محيدر اكوت. مورد مطالعه قرار گرفت) ساناز( ياتورينيپ رز ميك اكوتيو ) آذران
م نشان يترات پتاسيوم به نيترات آمونياثر نسبت ن يش بررسين آزمايهمچن. را داشت يياز زان كالوسين ميبالاتر يانيم اي هسته تك

د ي، دو نمك كلرعلاوه به. داشتند يبالاتر ييزا كالوس ،ميترات پتاسيوم و دو برابر كردن نيترات آمونيحذف ن يمارهايتداد كه 
بر صفت  مؤثرينه نقش يآم يدهاياس. برخوردار بودند يتربالا ييزا ساناز از كالوس ياتورينيمم در رز يترات كلسيو نم يكلس

ن ساكارز يهمچن. نه بهتر بودنديآم يدهاير اسيزات از سايدرولين هين و كازئين، گلوتاميسيبساك داشتند و گلا ييزا درصد كالوس
كاهش  ييزا زان كالوسيم توليساكارز توسط سورب ينيگزيبساك بود و با جا ييزا جهت كالوس يتول، قند مناسبترينسبت به سورب

  . بودند) كروموزوم 28(د يتتراپلوئ ،حاصل يها كالوس يها نشان داد كه سلول يتومتريو فلوسا يج شمارش كروموزومينتا. افتي
  
  .نهيآم يدهاي، اسييزا ط كشت، كشت بساك، كالوسي، محياتورينيم، رز ).Rosa damascena Mill( محمدي گل :يديكل هاي واژه

  
  مقدمه
ز عهد باستان مورد توجـه  ها ا ملكه گل عنوان بهل رز گ

ن ياز محبـوبتر  يكيدر حال حاضر گل رز . است بشر بوده
د در صدر قـرار  يزان توليجهان است و از لحاظ م يها گل
 يها از گونه) .Rosa damascena Mill( محمدي گل. دارد

ه گلاب و يمنظور ته ران است كه از گذشته بهيمهم رز در ا
رغـم سـابقه    يعل ـ. اسـت  معطر مورد توجه بوده يها روغن

 يك ـيران، اصـلاح ژنت ي ـدر ا محمـدي  گلاد كشت و كار يز

ارقـام مـدرن   . آن انجام شده استروي ر ب يار محدوديبس
د هســـتند، يـــد و تتراپلوئيـــپلوئيتر) Rosa hybrida(رز 
 يها ممكـن اسـت بـذرها    ين استفاده از آنها در تلاقيبنابرا

رز  ياصـلاح  يهـا  عمـدتاً برنامـه  . نكندجاد يش ايقابل رو
آنها ازجمله رنگ، اندازه و  ينتيات زياصلاح خصوص يرو

 يطيمح يها اه به تنشيو پاسخ گ ها غنچهت يفيك ينگهدار
ات مطلـوب  يدر گذشته اصلاح خصوص. است متمركز شده

ــ ــ هب ــهاله يوس ــ يروش ــام مـ ـيكلاس ــا   يك انج ــد، ام ش
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ازجملـه   ؛ردهـا وجـود دا   كي ـن تكني ـدر ا ييها تيمحدود
ات ياز خصوص ـ يبعض ـ يد برايبريرز ه يكه، خزانه ژن نيا

. ت دارديمحــدود يقــارچ يهــايماريماننــد مقاومــت بــه ب
ــا  ين، تلاقــيوالــد يديــتفــاوت ســطح پلوئ ليــدل بــه هــا ب

 ياتيكه اصلاح خصوص ـ يهمراه هستند، در حال يناسازگار
 يكــه صــفات يگلــده يرشــد و همزمــان يكنــواختيماننــد 
 Rout(ر اسـت  يپـذ  امكـان  يق تلاقيند از طرهست يژن چند

 et al., 1999 .(يكيز ژنتيدر ارقام مهم رز، آنال يديتتراپلوئ 
د، ي ـپلوئيد يهـا  خصوص از گونه هو انتقال ژن را به آنها، ب

 ـ يتلاق ـ). Meynet et al., 1996(اسـت   مشكل كـرده  ن يب
م يعق ـ يهـا  ديپلوئيجاد تريد ايد و تتراپلوئيپلوئيد يها گونه
ــد يمــ ــا كوشــش. كن ــردن   ييه ــر ك ــا دو براب ــاط ب در ارتب

ن صورت گرفته، يس يق استفاده از كلشيها از طر كروموزوم
اد ي ـل تعـداد ز ي ـدل اه بـه ي ـگ ييد در بـاززا ياما ضـعف شـد  

ن روش را ي ـمر، اسـتفاده از ا يش يها و وقوع بالا كروموزم
كـه   يهنگـام ). Roberts et al., 1990(اسـت   محدود كـرده 

ت همـراه شـد،   ي ـدر رز بـا عـدم موفق   يا نـه ن گويب يتلاق
اه يد از گياه هاپلوئيد گين بر آن شدند تا نسبت به تولامحقق

) د گـل و گـرده باشـد   ي ـكه قادر به تول يحال در(د يتتراپلوئ
بـا   يد حاصـل در تلاق ـ يهاپلوئ يند و سپس از دياقدام نما

ــام وحشــ ــپلوئيد( يارق ــد ي ــپلوئيا تري ــد ) دي ــتفاده كنن اس
)Meynet et al., 1996 .(د و به دنبال آن ياه هاپلوئيد گيتول
 يبـرا  يد موجب كـاهش دوره اصـلاح  يجاد دابلد هاپلوئيا
ماننـد  (اهـان دگرگشـن   يگوت در گيهموز يها نيجاد لايا

اده اسـتف  يدبع يها در برنامه ين تلاقيعنوان والد كه به) رز
اهـان  يگ ياز طرف ـ). Jain et al., 1996( گردد يد، مشون يم

با استفاده  يكيژنت يها يابي شده، در نقشه د مضاعفيئهاپلو
، يكيتوژنتي، مطالعات سQTLز ي، آناليمولكول ياز ماركرها

شـوند   يون اسـتفاده م ـ يق موتاسيانتقال ژن و اصلاح از طر

)Jain et al., 1996 .( يم فرانسويك تيتحقيقات قبلي، در 
ك تـه رز بـا كم ـ  يك واري ـد از ياه هاپلوئيجاد گيموفق به ا

 يهـا  بـا گـرده   يافشـان  ح و گـرده يق تلق ـي ـپارتنوژنز از طر
ط درون ين در شـرا يم و سپس نجات جنيشده عق يتاب پرتو
د بود يهاپلوئ يك رز ديجاد يجه آن اينتشدند كه  يا شهيش

 Meynet( بـارور بـود   يهـا  د گـل و گـرده  يكه قادر به تول

 et al., 1996(. ،شـده نـه  ين روش بهيا در تحقيقات بعدي 
ط يمختلـف پرتـو گامـا، فصـل، دمـا، مح ـ      يزهاود تأثيرو 

، يه مـادر يپ پايژنوت تأثير، يافشان عمل گرده يمناسب برا
. دش ـ يرشد بررس يها كننده ميتنظ تأثيرگرده و  ييالقا تأثير
د انجـام شـد   يكالوس در دو گونه رز تتراپلوئ يالقا، سپس

)Tabaeezadeh & Khosh-Khui, 1981  (آن  ي، كــه طــ
كشـت بـا    يهـا  طيدر مح نموا در مراحل مختلف ه بساك
ط ين و تحـت شـرا  ينت ـين و كيمختلـف اكس ـ  يهـا  غلظت

ط يمح ـج نشـان داد كـه   يكشت شدند و نتـا  يمختلف نور
  ن بـــه مقـــدار ينتـــيو ك IAA mgl-12 يدارا MSكشـــت 

mgl-14/0 ن پاســــخ را در كشــــت بســــاك   يبهتــــر  
R. damascena ط كشـت  يكـه مح ـ  ياسـت، در حـال   داشته

 mgl-1 8/0ن بـــه مقـــدار ينتـــيو ك IAA mgl-15/7 يدارا
ج شمارش ينتا. است داشته R. hybrida ن پاسخ را دريبهتر

د ي ـحاصـل هاپلوئ  يهـا  نشان داد كه كـالوس  يكروموزوم
ــيدر تحق. هســتند ــر مراحــل مختلــف  يد يق ــر، اث ــوگ  نم

 ـيم  ـ  يت شيكروسپور، پ تـرات نقـره بـر    يو ن يمـار، عامـل ژل
د مورد مطالعـه قـرار   يبريرز ه و ياتورينيرز م ييزا كالوس

حاصل نشـان   يها كالوس يديسطح پلوئ يگرفتند و بررس
  ).1385ما، يپ راه(ستند يد نيها هاپلوئ ن كالوسيداد كه ا

ع در رزها و يت بالا و تجارت وسيبا توجه به اهم
ن زمان ممكن، يد ارقام در كوتاهترين ضرورت توليهمچن

به  يابيدست ير راستاقات دياز تحق يا لزوم انجام مجموعه
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 .ستيار ضروريمختلف رز بس يها د در گونهياهان هاپلوئيگ
منظور  ط كشت بهيب محيق، اثر تركين تحقيدر ان يبنابرا

اهان يد در كشت بساك گين هاپلوئيا جنيد كالوس يامكان تول
  .قرار گرفته است يمورد بررس ياتورينيو رز م محمدي گل

  
  هامواد و روش

  ياهيمواد گ
 Rosa( محمدي گلپ يق از دو اكوتين تحقيادر 

damascena Mill. (ك يكاشان و آذران و  يها نام  به
ط مزرعه يبه نام ساناز كه در شرا ياتورينيپ رز مياكوت

ت مدرس واقع در اتوبان يدانشگاه ترب يدانشكده كشاورز
  .كرج كشت شده بودند استفاده شد -تهران
  

  كروسپورين مراحل مختلف نمو مييتع
كروسپور از يم ن مراحل مختلف نموييتع يبرا

 يلاكتوفنل آبو رنگ  Olympus BX 50كروسكوپ يم
)Lactophenol Blue( ن از طول كاسبرگ يهمچن. استفاده شد

  .استفاده شد يكيماركر مورفولوژ عنوان بهو رنگ بساك 
  
  ها غنچه يل كردن سطحياستر

م يسد تيپوكلريو ه %70از اتانول ن پژوهش يدر ا
)NaClO(5/2) تكسي، وا %W/V (ها غنچه يضدعفون يبرا 

قه در يدق 15برداشت شده، به مدت  يها غنچه. استفاده شد
 30مدت  و سپس به )W/V% (5/2م يسد تيپوكلريمحلول ه

ن يا يپس از ط ها غنچه. قرار داده شدند %70ه در الكل يثان
  .ل شسته شدنديمرتبه با آب مقطر استر 3مرحله، 

  
  مورد استفاده يها ط كشتيمح

ا ي Sigma از از شركتيمورد ن ييايميه مواد شيكل
Merck كشت   طين پژوهش از چند محيدر ا .ه شدنديته

 MS )Murashige & Skoog, 1962( ،H1 )Owen: شامل

& Miller, 1996( ،CHB ،GD )Gresshoff & Doy, 

  .استفاده شد )Nitsch & Nitsch, 1969( NNو  )1972
م يو تنظ  كشت  طيه محيها، بعد از ته شيادر تمام آزم

8/5 =pHيقه در دمايدق 20ها را به مدت  طي، مح C◦121 
 ،ليط استريبار اتوكلاو كرده و سپس در شرا 2/1و فشار 

ل يبار مصرف استر كيش يد يدر هر پتر ml5زان يبه م
)mm15 × 55 (شدند و در صورت وجود مواد  ع يتوز

ها، با  كشت  طيشت، محط كيحساس به اتوكلاو در مح
  .شدند ل يلتر استريف µm22/0 يلترهاياستفاده از ف

  
  ها شيآزما

ه يل در قالب طرح پايصورت فاكتور هها ب شيهمه آزما
  ش با يد يك پتريهر تكرار (در سه تكرار  يكاملاً تصادف

 D-2,4 يب هورمونيترك باها  شيآزما. انجام شدند) بساك 10
در . انجام شدند mgl-15/0ن به مقدار ينتيو ك mgl-12به مقدار 

آگار به مقدار - آگار يكشت جامد از عامل ژل يها طيمح
كشت شده در انكوباتور  يها شيد يپتر. استفاده شد 75/0%

در . شدند يروز نگهدار 30به مدت  يكيو تار C◦25 يبا دما
  :ر انجام شديش به شرح زيق پنج آزماين تحقيا

  
ط كشت در يالت مححنوع و  يبررس: ش اوليآزما

كروسپور بر كشت بساك يم مراحل مختلف نمو
  )پ كاشانياكوت( محمدي گل

 قرار گرفتند يش سه فاكتور مورد بررسين آزمايدر ا
 مراحل مختلف نمو ؛فاكتور اول :عبارت بودند از كه
 اي هسته مرحله تتراد، مرحله تك(ر سه سطح كروسپور ديم
ط ينوع مح ؛اكتور دوم، ف)اي هسته و مرحله آخر تك يانيم

فاكتور  ،)MS ،H1 ،CHB ،GD ،NN(سطح  5كشت در 
  ).عيجامد و ما(ط كشت در دو سطح يمح حالت ؛سوم
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ترات يوم به نيترات آمونياثر نسبت ن يبررس: ش دوميآزما
  ياتورينيمو رز  محمدي گلكشت بساك  برم يپتاس

 كه قرار گرفتند يش دو فاكتور مورد بررسين آزمايدر ا
وم به يترات آمونينسبت ن ؛فاكتور اول  :ت بودند ازعبار

وم به يترات آمونينسبت ن(سطح  6م در يترات پتاسين
ترات يم نأ، حذف توH1ه يط پايم در محيترات پتاسين

م، حذف يترات پتاسيم، حذف نيترات پتاسيوم و نيآمون
وم و دو برابر يترات آمونيوم، دو برابر كردن نيترات آمونين

در سه سطح  پياكوت ؛، فاكتور دوم)ميت پتاسترايكردن ن
  ). ساناز پياكوتپ كاشان و يپ آذران، اكوتياكوت(

 H1ه يط كشت پايدوم به بعد از مح يها شياز آزما
  .استفاده شد

  
 بر ميمختلف كلس يها اثر نمك يبررس: ش سوميآزما

  ياتورينيمو رز  محمدي گلكشت بساك 
 قرار گرفتند يش سه فاكتور مورد بررسين آزمايدر ا

  م در ينوع نمك كلس ؛فاكتور اول :عبارت بودند از كه
 ؛)ميم و سولفات كلسيترات كلسيم، نيد كلسيكلر(سطح  3

 mgl-1 200 ،300(سطح  3 م دريغلظت كلس ؛فاكتور دوم
پ يپ آذران، اكوتياكوت( پياكوت ؛و فاكتور سوم) 400و 

 كه سه نوع نمك يياز آنجا). ساناز پياكوتكاشان و 
آب متفاوت  يها مولكول يم مورد استفاده دارايكلس

فوق  يمارهايگذاشتن ت ين محاسبات برايبودند، بنابرا
  .براساس ماده خالص انجام شد

  
كشت  برنه يآم يدهاياس تأثير يبررس: ش چهارميآزما

  ياتورينيمو رز  محمدي گلبساك 
قرار گرفتند،  يش دو فاكتور مورد بررسين آزمايدر ا

سطح  6نه در يآم يدهاياسنوع  ؛تور اولشامل فاك

ن ين و كازئين، آلانين، پرولين، سرين، گلوتاميسيگلا(
پ ياكوت(سطح  3در  پياكوت ؛و فاكتور دوم) زاتيدروليه

  ).ساناز پياكوتپ كاشان و يآذران، اكوت
  
 بركربن  دراتياثر نوع منبع ه يبررس: ش پنجميآزما

  ياتورينيو رز م محمدي گلكشت بساك 
قرار گرفتند،  يش دو فاكتور مورد بررسين آزمايا در

و ) 1جدول (سطح  7در  يب قنديترك ؛شامل فاكتور اول
پ يپ آذران، اكوتياكوت(سطح  3پ در ياكوت ؛فاكتور دوم

  ).ساناز پياكوتكاشان و 
  

  
تيمارهاي مورد مطالعه در آزمايش بررسي  -1جدول 

بر كشت بساك  اثر منبع هيدرات كربن محيط كشت
  و رز مينياتوري محمدي گل

  شماره تيمار  )مول(تيمار 
 1T ساكارز 1/0

 2T  سوربيتول 01/0+ ساكارز  09/0

 3T  سوربيتول 03/0+ ساكارز  07/0

 4T  سوربيتول 05/0+ ساكارز  05/0

 5T  سوربيتول 07/0+ ساكارز  03/0

 6T  سوربيتول 09/0+ ساكارز  01/0

 7T  سوربيتول 1/0

  
  هصفت مورد مطالع

روز از كشت، از  30 يها، پس از ط شيه آزمايدر كل
ل يبه شرح ذها  بساك ييزا صفت درصد كالوس

  .انجام شد يبردار  داده
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       بساك ييزا درصد كالوس =                                                     ×١٠٠                              
 
  
  ها دادهل يه و تحليتجز

سه يمقا يو برا SPSS19افزار  از نرم ها دادهز يآنال يبرا
افزار  ها از نرم رسم شكل يو برا LSD ها از آزمون نيانگيم

Excel ها دادهل يتبد يا براه شيه آزمايدر كل. استفاده شد 
 هاي ج در جدوليگزارش نتا يو برا يل جذرياز تبد

ده استفا يواقع يها دادهن يانگين، از ميانگيسه ميمقا
  .است شده

  
بدست آمده از كشت  يها كالوس يدين سطح پلوئييتع

  يبساك با استفاده از روش شمارش كروموزوم
در حال  يها ن روش جهت متوقف كردن سلوليدر ا

ه توسط بدست آمد يها م در مرحله متافاز كالوسيتقس
اتاق  يساعت در دما 4به مدت % 05/0ن يس يمحلول كلش

ها به محلول  ن مرحله، نمونهياپس از . مار شدنديت شيپ
) 1:3ك به نسبت ياستديو اس% 95الكل (كننده  تيتثب

سپس جهت . ساعت منتقل شدند 24حداقل به مدت 
  نرمال به مدت  HCl 1ها در محلول  ز، كالوسيدروليه
از  يزيآم رنگ يبرا. قرار گرفتند C60° يقه در دمايدق 5

پس از . ساعت استفاده شد 3به مدت % 2ن يرنگ اورسئ
 100با استفاده از لنز  ين مرحله، شمارش كروموزوميا يط
  .ديانجام گرد Olympus Bx 50كروسكوپ يم

  
بدست آمده از كشت  يها كالوس يدين سطح پلوئييتع

  يتومتريبساك با استفاده از روش فلوسا
 يها كالوس يها سلول يدين سطح پلوئييتع يبرا

 Partec PA1مدل  يتومتريحاصل، از دستگاه فلوسا
ك ين روش نمونه كالوس را در داخل يدر ا. استفاده شد

 يمياز محلول آنز µl400ش كوچك قرار داده و يد يپتر
شامل  يسلول يها وارهيكننده د هضم يها مياز آنز يبيترك(

سپس با استفاده . خته شديآنها ر ي، رو)نازيسلولاز و پكت
ها در  نمونه يو محكم بر رو يز و ضربات عموديغ تياز ت

ن كار هضم يمختلف، بافت برش خورده و با ا هاي جهت
 يبا منافذ ييها يسپس نمونه از صاف. ع شديتسر يميآنز

عات حذف گردند و يعبور داده شد تا ضا µm50به قطر 
به نام  DNA ياختصاص يمحلول رنگ ml1600با  بعد

DAPI )4'-6-Diamidino-2-phenylindole( ها  سلول
ها  قه، نمونهيدق 3 يال 2پس از مدت . شدند يزيآم رنگ

ها از جلو  درون دستگاه قرار گرفته و با عبور تك سلول
ها، مقدار  بر شمارش تعداد سلول ساز دستگاه، علاوه آشكار
DNA ين اساس و بر مبنايبر ا. ن شدييز تعيآنها ن Gain 
مربوط توسط دستگاه  يها كيها، پ نمونه يف شده برايتعر

 ،pg48/4 = c2، 22 = n2( يفراز جع. معلوم شد
Petrosel (يديسنجش سطح پلوئ ياه شاهد برايگ عنوان به 

م يعدد حاصل از تقس ياز رو يديسطح پلوئ. استفاده شد
Mode به  يجعفرMode رز مشخص شد.  
  
  جينتا

كروسپور ينمو م يبه خوب ياستفاده از رنگ لاكتوفنل آب
 اي هسته تك و آخر يانيم اي هسته در سه مرحله تتراد، تك

اه ين رنگ در گياستفاده از ا). 1شكل (را نشان داد 
 است جه را به همراه داشتهين نتيز بهترين يفرنگ توت

  ).1388، چره يملك(

 هاي داراي كالوستعداد بساك

 هاي كشت شدهل بساكتعداد ك
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  ) اكوتيپ كاشان( محمدي گلمراحل نمو ميكروسپور در  - 1شكل 

 اي هسته مرحله آخر تك -مياني، ج اي هسته مرحله تك -مرحله تتراد، ب - الف

  
كروسپور از ماركر ين مراحل نمو مييتع يبرا

. طول كاسبرگ و رنگ بساك استفاده شد يكيمورفولوژ
 يمختلف طول كاسبرگ مورد بررس يها در اندازه ها غنچه

 mm17-15ن يها ب كه طول كاسبرگ يهنگام. قرار گرفتند
اگر طول . ها در مرحله تتراد قرار داشتند كروسپوريبود م

كروسپورها در مرحله يبود م mm20-18ن يها ب كاسبرگ
قرار  اي هسته تا اواسط مرحله تك اي هسته ل تكياوا

كروسپورها يبود م mm22-20داشتند و اگر طول كاسبرگ 
ن مرحله يبودند، در ضمن در ا اي هسته تك آخردر مرحله 

از ). 2 شكل(شد  ها مشاهده  ن كاسبرگيب يبازشدگ ياندك
ك مرحله يها در  ك غنچه همه بساكيكه در  ييآنجا
 ييمنظور شناسا ها به توجه به رنگ بساكستند، ين ينمو

نظر  به يمناسب جهت كشت بساك ضرور نمومرحله 
مرحله تتراد  يدارا يها رسد و مشاهده شد كه بساك يم

مرحله  يدارا يها كه بساك يبه رنگ سبز بودند، در حال
به رنگ سبز متمال به زرد بودند و  يانيم اي هسته تك

. زرد رنگ بودند اي هسته تك آخرمرحله  يدارا يها بساك
  .اند سه شدهيها از نظر رنگ مقا ، بساك3در شكل 

 

 
 در سه اندازه مختلف) اكوتيپ كاشان( محمدي گلي ها غنچه - 2شكل 
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  )اكوتيپ كاشان( محمدي گلر رنگ د مقايسه سه نوع بساك از نظر - 3شكل 

 زرد -سبز متمايل به زرد، ج - سبز، ب - الف
 

  )اكوتيپ كاشان( محمدي گلها در  زايي بساك تجزيه واريانس براي صفت درصد كالوس -2جدول 
 مربعات ميانگين  آزادي درجه  تغييرات منابع

 2 ** 282/14 (A) مرحله نمو

  4 ** 725/9  (B) محيط كشت
  1 ns 393/0  (C) حالت محيط كشت

A×B 8 * 233/1  
A×C 2 ns 137/0  
B×C 4 ns 479/0  

A×B×C 8 ns 417/0  
 472/0 60  خطا

C.V. (%)    98/13%  
  %1و % 5دار در سطح  ترتيب وجود اختلاف معني به: **و *                                 
                                ns :ردا عدم وجود اختلاف معني  
  

ط كشت در يكروسپور و نوع محياثرات مرحله نمو م
بر درصد  %5و اثر متقابل آنها در سطح % 1 سطح

  ).2جدول (دار بودند  يها، معن بساك ييزا كالوس
كروسپور با يم نمودار شدن اثر متقابل مرحله  يعلت معن هب

اثرات ساده  ين برايانگيسه مي، مقا)A×B(ط كشت ينوع مح
شود  يدار م يكه اثر متقابل معن يدر حالت رايانجام نشد، ز

تحت  يتوان در مورد اثرات ساده بحث كرد و اثرات اصل ينم

زان ين ميشتريب 4مطابق شكل  .رنديگ ياثر متقابل قرار م تأثير
 نموو مرحله  H1ط كشت ي، در مح%)55( ييزا  كالوس

  .است بدست آمده يانيم اي هسته تك
كشت  يها طير محيسا، در MSط كشت ياستثناء مح به

را به  ييزا زان كالوسين ميبالاتر يانيم اي هسته مرحله تك
ها در سه  بساك ييزا ، كالوس5در شكل . است همراه داشته

  .است پ مورد مطالعه نشان داده شدهياكوت

 ج ب  الف
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   مقايسه ميانگين اثر متقابل مرحله نمو ميكروسپور و محيط كشت براي صفت - 4 شكل

  )اكوتيپ كاشان( محمدي گلها در  بساكزايي  درصد كالوس
  

  
  زايي بساك  كالوس - 5شكل 

  )اكوتيپ ساناز(رز مينياتوري  -، ج)اكوتيپ آذران( محمدي گل -ب) اكوتيپ كاشان( محمدي گل - الف
  

  فتتجزيه واريانس اثر اكوتيپ و نسبت نيترات آمونيوم به نيترات پتاسيم براي ص -3جدول 
  و رز مينياتوري محمدي گل  ها در دو اكوتيپ زايي بساك درصد كالوس
 مربعاتن ميانگي آزادي درجه تغييراتمنابع

 2 ** 125/8 (A)اكوتيپ
  5 ** 065/25 (B)نسبت نيترات آمونيوم به نيترات پتاسيم

A×B 10 ns 406/1 
 007/1 36 خطا

C.V.(%)   24/11%  
  %1دار در سطح  د اختلاف معنيوجو: **                 
                ns :دار عدم وجود اختلاف معني  
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نتايج آزمايش دوم نشان داد كه اثر اكوتيپ و نسـبت  
زايـي   نيترات آمونيوم به نيترات پتاسيم، بر ميزان كـالوس 

  ).3جدول (دار است  معني% 1ها در سطح  بساك
زان ين ميتربالا ساناز ياتورينيج نشان داد كه رز مينتا

ن ياســت، امــا بـ ـ  را داشــته%) 78/32( يــيزا كــالوس
مشـاهده   يدار يآذران و كاشان اختلاف معن يها پياكوت

تــرات ين اثــر نســبت نيانگيــســه ميمقا). 6شــكل (نشــد 
تـرات  يم، نشان داد كـه حـذف ن  يترات پتاسيوم به نيآمون
را بـه  %) 67/46( يـي زا زان كـالوس ي ـن ميوم بـالاتر يآمون

م يتـرات پتاس ـ يزان ني ـو با دو برابر شـدن م  همراه داشت
  ).7شكل ( نداشت يدار ياختلاف معن%) 67/36(

كه اثرات اكوتيپ، نوع نمـك  آزمايش سوم نشان داد 
% 1كلسيم محـيط كشـت و اثـر متقابـل آنهـا، در سـطح       

دار هستند، اما اثـر غلظـت كلسـيم و سـاير اثـرات       معني

  ايسه ميانگيننتايج مق). 4جدول (دار نيست  متقابل معني
اثر متقابل اكوتيپ و نـوع نمـك كلسـيم محـيط كشـت      
نشــان داد كــه نيتــرات كلســيم و كلريــد كلســيم در رز  

 22/42ترتيـب   هب(زايي  مينياتوري بالاترين ميزان كالوس
اســت و بــين ايــن دو نمــك  كــرده ءرا القــا%) 67/36و 

  ).8شكل (داري وجود نداشت  اختلاف معني
زايـي   صـفت درصـد كـالوس    نوع اسيدهاي آمينه بـر 

تيمارهاي  ).5جدول (دار است  معني% 1بساك در سطح 
گلايســين، گلوتــامين و كــازئين هيــدروليزات بــالاترين 

 ـ(زايـي را داشـتند    ميزان كالوس و  67/46، 50ترتيـب   هب
داري وجـود نداشـت    و بين آنها اختلاف معني%) 67/46

  ).9شكل (
  

  
  

  
  ها  زايي بساك براي صفت درصد كالوسمقايسه ميانگين اثر اكوتيپ  - 6 شكل

  و رز مينياتوري محمدي گلدر دو اكوتيپ 
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  براي صفت يترات آمونيوم به نيترات پتاسيم نسبت ن مقايسه ميانگين اثر - 7شكل 

  نياتوريو رز مي محمدي گل  ها در دواكوتيپ زايي بساك درصد كالوس
  

  ، نوع و غلظت نمك كلسيم محيط كشت براي صفتتجزيه واريانس اثرات اكوتيپ -4جدول 
 و رز مينياتوري محمدي گل  ها در دو اكوتيپ زايي بساك درصد كالوس

 مربعات ميانگين  آزادي درجه  تغييرات منابع

 A( 2 ** 323/23( اكوتيپ

 B(  2 ** 496/2( نوع نمك كلسيم

 C(  2 ns 309/0( غلظت كلسيم

A×B 4 ** 166/2 

A×C 4 ns 232/0  
B×C 4 ns 117/0 

A×B×C 8 ns 078/0 

 388/0 54  خطا

C.V. (%)   96/11%  
  %1دار در سطح  وجود اختلاف معني **:

ns: دار عدم وجود اختلاف معني  



  ...محمدي بررسي كشت بساك در گل                                                                                                                                      94

  
  يم محيط كشت براي صفت مقايسه ميانگين اثر متقابل اكوتيپ و نوع نمك كلس - 8شكل 

  و رز مينياتوري محمدي گل  ها در دو اكوتيپ زايي بساك درصد كالوس
  

  ها  زايي بساك براي صفت درصد كالوسيانس اثرات اكوتيپ و اسيد آمينه تجزيه وار -5جدول 
  و رز مينياتوري محمدي گل  در دو اكوتيپ

 مربعات ميانگين آزاديدرجه تغييراتمنابع

 2 ns 455/0 (A)اكوتيپ

 5 ** 500/14 (B)اسيد آمينه

A×B 10 ns 260/0 

  720/0 36 خطا
C.V.(%)  71/14%  

  %1دار در سطح  وجود اختلاف معني **:    
    ns :دار عدم وجود اختلاف معني  

  

  تجزيه واريانس اثرات اكوتيپ و تركيب قندي براي صفت  -6جدول 
  محمدي و رز مينياتوري گل  پدر دو اكوتيها  زايي بساك درصد كالوس

 مربعات ميانگين  آزاديدرجه تغييرات منابع

 2 ns 322/0 (A) اكوتيپ

 6 ** 998/34 (B)تركيب قندي

A×B 12 ns 366/1 
  706/1 42 خطا

C.V. (%)  08/15%  
  %1دار در سطح  وجود اختلاف معني **:   
   ns: دار عدم وجود اختلاف معني  
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  ها  زايي بساك صفت درصد كالوس برايمقايسه ميانگين اثر اسيدهاي آمينه  - 9شكل 

 و رز مينياتوري محمدي گلدر دو اكوتيپ 

  

  
  ها زايي بساك براي صفت درصد كالوس مقايسه ميانگين اثر تركيب قندي -10 شكل

  وريو رز مينيات محمدي گلدر دو اكوتيپ 
1T ) مول 1/0ساكارز به مقدار( ،2T ) مول 01/0مول و سوربيتول به مقدار  09/0ساكارز به مقدار( ،3T ) مول و سوربيتول به مقدار  07/0ساكارز به مقدار

ساكارز به ( 6T، )مول 07/0مقدار  مول و سوربيتول به 03/0ساكارز به مقدار ( 5T، )مول 05/0مول و سوربيتول به مقدار  05/0ساكارز به مقدار ( 4T، )مول 03/0
  )مول 1/0سوربيتول به مقدار ( 7T، )مول 09/0مول و سوربيتول به مقدار  01/0مقدار 
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ها  بساك ييزا بر صفت درصد كالوس يب قندياثر ترك
پ و اثـر متقابـل   ي ـبود، امـا اثـر اكوت   دار يمعن% 1در سطح 

سـه  ). 6جـدول  (دار نبـود   يمعن ـ يب قنـد يپ و تركياكوت
سـاكارز بـه   ( 2T، )مـول  1/0ساكارز به مقـدار  ( 1Tمار يت

 3Tو ) مـول  01/0تول به مقـدار  يمول و سورب 09/0مقدار 
ــه مقــدار ( ــه مقــدار يمــول و ســورب 08/0ســاكارز ب   تول ب

هـا را   بسـاك  يـي زا ن درصـد كـالوس  ي، بـالاتر )مول 02/0
زان يو با كاهش م%) 78/37و  44/44، 50ب يترت هب(داشتند 

  ).10شكل (افت يكاهش  ييزا زان كالوسيساكارز، م
نشـان داد كـه    يج حاصـل از شـمارش كرومـوزوم   ينتا

  ديـــحاصـــل از كشـــت بســـاك، تتراپلوئ يهـــا كـــالوس
)28  =x4 = n2 ( بودند) 11شكل.(  

  
  

هاي  شمارش كروموزومي انجام شده روي سلول -11شكل 
  محمدي گلكالوس حاصل از كشت بساك 

  ) اكوتيپ كاشان(
  )100با بزرگنمايي  Olympus Bx 50ده توسط ميكروسكوپ عكس تهيه ش(

  
 يتومتريز فلوسايج بدست آمده از آنالين نتايهمچن
 يها كالوس يديها نشان داد كه سطح پلوئ كالوس
 ياهان مادريمختلف همانند گ يمارهايآمده از ت  بدست

بدست ) ديپلوئيد(د يهاپلوئ يد بودند و كالوس ديتتراپلوئ
نشان داده  12زها در شكل ين آنالياز ا يياه نمونه. امدين

ك يپ سهطور كه از شكل مشخص است،  همان .اند شده
 يك دوم مربوط به جعفريشود كه پ يتوسط دستگاه ثبت م

 محمدي گلا ي ياتورينيك سوم مربوط به رز ميو پ
 Modeرا به  يقرائت شده جعفر Modeچنانچه . باشد يم

در  يزيد حاصل چم و عديم كنيتقس محمدي گلا يرز 
 يديسطح پلوئكه شود  يشود، مشخص م 4/0-5/0حدود 

ن مورد در ياست كه ا د بودهينمونه مورد آزمون، تتراپلوئ
در طور مثال  هب .مورد آزمون صادق بود يها تمام نمونه

 26 يمربوط به جعفر Modeقسمت الف، عدد  12شكل 
باشد و حاصل  يم 58پ كاشان يو عدد مربوط به اكوت

دهد نمونه مورد  يد كه نشان ميآ يبدست م 44/0م يستق
  .د استينظر تتراپلوئ

  
  بحث

ن پاسخ يبهتر اي هسته مرحله تك ،اهانياز گ ياريدر بس
، يفرنگ در توت. تاس به كشت بساك را به همراه داشته

ن پاسخ را يبالاتر اي هسته و آخر تك اي هسته مراحل تك
در رز ). 1388، چره يملك(است  داشته ييزا نيبه جن

ن يبهتر اي هسته ز مرحله تكيد نيبريو رز ه ياتورينيم
است  شده يد كالوس از بساك، معرفيمرحله جهت تول

ق يك تحقين در تطابق با يهمچن). 1385ما، يپ راه(
)Tabaeezadeh & Khosh-khui, 1981 (كشت  يرو

ن مرحله نمو يق حاضر نشان داد كه بهتريبساك رز، تحق
ها  كاسبرگست كه يزمان ييزا كالوس ياكروسپور بريم

. باز شده باشند ار كم از هميا با فاصله بسيبسته بوده 
در  يعنياه يش گيل فصل رويدر اوا ييها ن نمونهيچن
 يشتريب يبهشت از فراوانين و ارديفرورد يها ماه
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 يها فصل نمونه يك شدن به انتهايبرخوردارند و با نزد
 با توجه به .ي هستندمترك يده پاسخ يبرداشت شده دارا

ا، از هشير آزمايدر سا ،ش اوليج بدست آمده از آزماينتا
  .استفاده شد يانيم اي هسته  مرحله تكو  H1ط كشت يمح

  

  
  الف

  
  ب

  يرز مينياتور -، ب)اكوتيپ كاشان( محمدي گل - الف ؛هاي بدست آمده نتايج فلوسايتومتري كالوس -12شكل 
  يا رز مينياتوري محمدي گلنمونه كالوس : 3استاندارد، پيك  عنوان بهگياه جعفري : 2هاي مرده و غيرقابل استفاده، پيك  سلول: 1پيك 

  
 ـ تـروژن يك منبـع ن ي ـ عنـوان  بهوم يون آموني  يراحت ـه ب

. ردي ـگ ياه جذب شده و مـورد اسـتفاده قـرار م ـ   يتوسط گ
ل يرا تبـد ي ـ، زت داردياه ارجحيگ يوم برايون آمونيجذب 

گـر  ياسـت د  يازمند انرژيوم كه نيون آمونيترات به يون ني

كه غلظـت   ياهان كشت شده در حالتيرشد گ .ستيلازم ن
مـنظم   كنواخـت و نـا  يريوجـود دارد غ  ومي ـون آموني يبالا

 تـرات يون ني ـزان يط، بالا بودن مين شرايدر ا ياست و حت
شـد  ممانعـت از ر . شـود  ينم ـ يرعـاد يز مانع از رشـد غ ين
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نباشـد، امـا قطعـاً تجمـع      pHرات ييممكن است در اثر تغ
 Mott(ت به همراه دارد يوم سميآمون يها ونيش از حد يب

et al., 1985 .(وم ي ـآمون يغلظـت بـالا   يدارا يهـا  طيمح
شـوند   يو فتوسـنتز م ـ  IIل ي ـباعث ممانعت از سنتز كلروف

)Arnozis et al., 1988.( رسـد   ينظر م ق حاضر بهيدر تحق
كشـت   يده پاسخ يرو يوم اثر مناسبيون آمونيحضور  كه

ا حـذف  ي ـكـه بـا كـاهش     يطور ها نداشته است، به بساك
 يدار  يها به شـكل معن ـ  بساك ييزا وم، كالوسيترات آمونين

وم در كشـت  ي ـتـرات آمون يحذف ن. است دا كردهيش پيافزا
ن، ينـه گلوتـام  يد آميآن توسـط اس ـ  ينيگزيبساك جو و جا

د ي ـاه هاپلوئيد گيبساك و تول يده بر پاسخ يدار يمعن تأثير
  .)Olsen, 1987(است  داشته

ترات ياست كه ن گندم مشاهده شده يرو يا در مطالعه
است  داشته يكيسومات ييزا نيبر جن يا م، اثر بازدارندهيكلس
بر  يگ كنند كيم اثر تحريد كلسيم و كلريسولفات كلس يول
 ,.Mahalakshmi et al( داشتند يكيسومات ييزا نيجن

زان يش ميسبب افزا يترات معدنيون ني ياز طرف). 2007
 ,.Hedden & Thomas( شود يها م نينيتوكيسنتز س

ن سبب ينيتوكيوسنتز سيزان بيش در ميد افزايشا .)2006
شود و  يم يم سلوليها به تقس ك مداوم سلوليتحر

را ) زيتما( ييزا نيرفتن به سمت جن يبرا يها فرصت سلول
ن در يهمچن. دهد يرخ م ييزا جه كالوسيو در نت ندارند
ا كالوس، ين يد جنينظر از تول گر، صرفيد يقيتحق

 يده زان پاسخيش ميباعث افزا يميكلس يمارهايت شيپ
، چره يملك(شدند ) رقم پاروس( يفرنگ توت يها بساك
1388.(  
افته، در يتروژن كاهش يمنبع ن عنوان بهنه يآم يدهاياس

 يكروسپورهايز ميو ن ياهيتلف گمخ يها كشت بافت
ن و يپرول. رنديگ يزوله شده، مورد استفاده قرار ميا

 يكروسپورهايرا در كشت م ييزا ن كالوسيگلوتام
ن ين ايهمچن. ك كردنديتحر يارقام ژاپن يها برنج
ش ياه سبز را در برنج افزايگ ييزان باززاينه ميآم يدهاياس

 يگريق ديتحق در). Bhojwani & Razdan, 1996(دادند 
: نه شامليآم يدهاياز اس يگزارش شد كه مخلوط

هر (ن ين و آسپارژيسين، گلايستئين، سين، آرژنيگلوتام
ك يتحر يخوب ار بهيرا در خ يي، نرزا)mM1زان يكدام به م

  .)Ashok Kumar & Murthy, 2003(كردند 
ك قند الكل است در خانواده يتول كه يقند سورب

Rosaceae  ق حاضر به يشود، اما در تحق يت مافيبه وفور
د كالوس از يزان تولين ساكارز شد ميگزيزان كه جايهر م

 %6زان يدر گندم، مشخص شده كه م. افتيبساك كاهش 
ر يشود و از تكث يم ييزا ك كالوسيساكارز باعث تحر

). Quyang, 1986(كند  يم يريجلوگ يكيبافت سومات
كروسپورها، ياز م ييزا نيجن ين در توتون برايهمچن

). Sopory Munshi, 1996(ساكارز بهتر بود  %6غلظت 
ب كه يو س يفرنگ اهان توتين در كشت بساك گيهمچن

درات يهستند، منبع ه Rosaceaeدو جنس از خانواده 
 ,Owen & Miller(شد  يكربن مورد استفاده ساكارز معرف

  .)Zhang & Lespinasse, 1992؛ 1996
 يها سلول يوزومج حاصل از شمارش كرومينتا
قات يج حاصل از تحقيبدست آمده با نتا يها كالوس

Tabaeezadeh  وKhosh-khui )1981( مطابقت ،
به  يابيه عدم دستيجهت توج ياتيفرض. نداشت
ن احتمال وجود دارد يا .د وجود دارديهاپلوئ يها كالوس

 يها سلول أواره بساك، منشيد ديتتراپلوئ يها كه سلول
افته يكاهش ن يها نكه سلوليا ايند، ا ها بوده كالوس

 يها سلول ياحتمال أمنش عنوان به، يكروسپوريم
  .اند د شده بودهيتول يها كالوس
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تـوان   يق حاضـر م ـ يج تحقيمنابع و نتا يبراساس بررس
ار سـخت و دشـوار   يگفت كه آندروژنز در جـنس رز بس ـ 

 يجهــت بررســ يشــتريب يهــا شيازمنــد آزمــاياســت و ن
باشد  يجنس رز م يها بر آن در گونه مؤثرمجموعه عوامل 
و  يالملل نيالعاده رزها در سطح ب ت فوقيو با توجه به اهم

، انجـام  ينت ـيز يهـا  آنها در تجارت گـل  يار بالايسهم بس
  .باشد يم ينه ضرورين زميقات مستمر در ايتحق

  
  يسپاسگزار
 يوتكنولوژيگروه اصلاح نباتات و ب محترم دياز اسات

نجانب را يت مدرس كه ايدانشگاه ترب يدانشكده كشاورز
را  يكردند كمال تشكر و قدردان ياريق ين تحقيدر انجام ا

  .دارم
  
  مورد استفاده منابع

د و رز يبريرز ه(كشت بساك در رز  يبررس. 1385، .ما، سيپ راه -
ارشد اصلاح نباتات، دانشكده  ينامه كارشناس انيپا). ياتورينيم

  .س تهرانت مدريدانشگاه ترب ،يكشاورز
 از ارقام يبرخ كشت بساك يبررس. 1388، .چره، ج يملك -

ارشد  ينامه كارشناس انيپا). Fragaria × ananassa( يفرنگ توت
ت مدرس يدانشگاه ترب ،ياصلاح نباتات، دانشكده كشاورز
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Abstract 
Rose is known as the queen of flowers. Rosa damask (Rosa damascena Mill.) is utilized as a 

main source of rose oil and rose water in Iran. Biotechnology methods are considered as a fast 
and efficient way to produce haploid plants and pure lines. Among the different methods, 
androgenesis is considered as the most effective procedure, due to its high quantity of 
microspores in the anthers. In the present study, the effect of medium composition was 
evaluated on anther culture in two ecotypes of Damask rose, and miniature rose. The results 
showed that the interaction between H1 medium and mid-uninucleate stage produced the 
highest callogenesis in Damask rose, Kashan ecotype. Furthermore, the results showed that 
removing ammonium nitrate and doubling potassium nitrate in the medium produced higher 
callogenesis. In miniature rose, the medium containing calcium chloride and calcium nitrate 
produced higher callogenesis. Also, the amino acids improved callogenesis in anther culture of 
Damask rose, and miniature rose. Moreover, glycine, glutamine and casein hydrolysate were 
more effective than other studied amino acids. Sucrose was a better sugar compared to sorbitol 
for callogenesis in the studied genotypes. The chromosome counting and flowcytometery results 
illustrated that the produced calli were tetraploid (28 chromosomes).  

 
Key words: Rosa damascena Mill., miniature rose, medium, anther culture, callogenesis, 
amino acids. 


