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 چکیده

ریزنمونه های گره و برگ که باززایی مستقیم ریزنمونه برگ قبلا بهینه سازی  ،50LDاین پژوهش به منظور یافتن  در

( قرار گرفتند. در EMS( و اتیل متان سولفات )SA) شده بود، تحت تاثیر دزهای متفاوت دو ماده جهش زا یعنی سدیم آزاید

زایش معنی داری در تعداد شاخساره، سدیم آزاید قرار گرفته بودند، اف 50LDگیاهان حاصل از ریزنمونه گره که تحت تیمار 

سبب افزایش  Maroussiaروی ریزنمونه برگ رقم  EMSطول ساقه و اندازه میانگره نسبت به شاهد مشاهده شد. دز کشنده 

ارزیابی مولکولی تمام گیاهان هر طول و عرض گل و تعداد گلبرگها و سبب کاهش بدفرمی گل در گیاهان باززا شده گردید. 

و ضریب شباهت جاکارد، توانست گیاهان  UPGMAانجام شد. تجزیه با استفاده از الگوریتم  ISSRآغازگر  9با سه ژنوتیپ 

جهش یافته و شاهد را در دو گروه متفاوت دسته بندی کند. فاصله ژنتیکی قابل توجهی بین گیاهان جهش یافته و شاهد 

 وط به صفت طول ساقه بود.( مرب91/0مشاهده گردید.  بیشترین ضریب تبیین تصحیح شده )

 
 ISSR(، 50LDسدیم آزاید، اتیل متان سولفات، باززایی مستقیم، دز کشنده )کلمات کلیدی: 

 

 مقدمه

اهداف بهنژادی در رز شامل تغییر رنگ، شکل،  افزایش جذابیت گل، افزایش عمر گلدانی و کاربرد به عنوان گل شاخه    

ای های بهنژادی رز، شامل ایجاد جهش در شرایط درون شیشه(. برنامهKumar,2006بریده و کشت در فضای سبز می باشند )

برای افزایش تنوع در ارقام تجارتی و نیز به دست آوردن اطلاعاتی در مورد پتانسیل ایجاد یك نوع جدید به صورت اتفاقی از 

این است که در  EMS(. یکی از مزایای Walther and Sauer, 1986باشند )واریته مورد آزمایش از روش های بهنژادی می

های زیادی را در هر تواند تحت تأثیر قرار داده و جهش یافتهها را میای از آللهای نسبتاً کوچك، محدوده گستردهجمعیت

( جوانه های انتهایی رشد یافته رز در شرایط 2001و همکاران ) Nonomura(. Emmanuel and levy,2002لاین ایجاد کند)

رون شیشه ای را تحت تاثیر چند جهش زای شیمیایی قرار دادند. برطبق نتایج آنان تفاوت در اندازه، شکل، رنگ و تعداد د

میکرو گرم در میلی لیتر تیمار شده  100نیتروزوگوانیدین(  با غلظت -Nنیترو -Nمتیل-N) MNNGگلبرگ در گیاهانی که با 

، شناسایی ارقام خویشاوند،  ساده، سریع و ارزان برای ارزیابی تنوع ژنتیکیروشی  ISSR-PCRبودند ملاحظه گردید. تکنیك 

 مطالعه ثبات ژنتیکی در شرایط درون شیشه ای، تعیین جنسیت گیاه و شناسایی گونه ها  می باشد. 

 

 هاموادوروش

ون ژرم پلاسم رز از کلکسی Maroussiaو Apollo,Dolce Vitaبا نام های  Rosa hybridaسه ژنوتیپ تجاری         

( تهیه گردید. برای اعمال دز کشنده روی ریزنمونه جوانه جانبی، ابتدا ساقه ABRIIپژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی ایران)

های یك تا یك ونیم سانتی متری از هر سه ژنوتیپ در محیط کشت ساقه زایی) وندر سالم به اضافه یك میکرو مولار بنزیل 

 10تکرار)شیشه مربایی( در هر تکرار  20جوانه جانبی برای هرژنوتیپ در  200. بعد از چهار هفته آمینو پورین( کشت شدند
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 Dolce Vitaمیلی مولار، ژنوتیپ  Apollo  ،100)ژنوتیپ EMSجوانه جانبی، برای اعمال دز کشنده هر یك از مواد جهش زای 

میلی مولار، ژنوتیپ  Apollo  ،30)ژنوتیپ SAدقیقه( و  60میلی مولار به مدت  Maroussia،75 میلی مولار و ژنوتیپ  50، 

Dolce Vita  ،15 میلی مولار و ژنوتیپ Maroussia،20  دقیقه( آماده شدند و تحت تیمار قرار گرفتند.  60میلی مولار به مدت

های حاصل  سپس جوانه های جانبی پرآوری شده بعد از چهار هفته جدا شده و در محیط کشت جدید کشت شدند. گیاهچه

هفته در محیط ریشه زایی ریشه دادند.  برای اعمال دز کشنده روی ریزنمونه برگ کامل، نیز به صورت فوق گیاهان  8بعد از 

)یك میلی مولار( و SAعدد برگ کامل برای اعمال دز کشنده با مواد جهش زا) 200کشت شدند و بعد از چهار هفته 

EMS(40 تهیه شده و تحت د )ز کشنده قرار گرفتند. ریزنمونه های برگ بعد از چهار هفته ماندن در محیط میلی مولار

انگیزش به محیط باززایی منتقل شدند. گیاهچه های باززا شده به محیط ساقه زایی منتقل شدند و بعد از چهار هفته در 

جانبی ، اندازه میانگره، تعداد محیط ریشه زایی ریشه دار شدند. خصوصیات مورفولوژیکی شامل ارتفاع بوته، تعداد جوانه 

شاخساره های جانبی، تعداد پرچم، تعداد کاسبرگ، تعداد گلبرگ، تغییرات رنگ و فرم گل، عرض گل، طول گل و نسبت طول 

و MSTAT-C،SASماه بعد از انتقال گیاهان به گلخانه ثبت گردید. داده ها با استفاده از نرم افزارهای  6و  3به عرض گل، 

SPSS ه شدند. جهت استخراج تجزیDNA  از برگ گیاهان شاهد و تیمار شده، نمونه ها طبق پروتکلBarzegari et al.,2010 

آغازگر با الگوی نواری مناسب و چند  9استفاده شد.  ISSRآغازگر 13آماده شدند. در این تحقیق از  CTABبر اساس روش 

ر و عدم حضور نوارها به صورت یك یا صفر امتیازدهی شد. گروه شکل برای ارزیابی افراد مورد مطالعه انتخاب شدند. حضو

 NTSYS( با استفاده از نرم افزار Jaccard, 1908و ضریب تشابه جاکارد ) UPGMAبندی ژنوتیپ ها با استفاده از الگوریتم 

( انجام شد AMOVAکولی)( استفاده شد و تجزیه مولGen Alex V.6.2انجام شد. برای انجام تجزیه های آماری از نرم افزار) 

 SPSSجهت یافتن همبستگی بین صفات مورفولوژیکی و باندهای تولید شده از تجزیه رگرسیون چند متغیره در برنامه 

 استفاده شد.

 نتایج وبحث 

نتایج نشان داد تیمار با مواد جهش زا میانگین پرآوری جوانه های جانبی را به طور معنادار کاهش داد. مقایسه       

درصد ریشه زایی را کاهش داد. تعداد ریشه در ادار به طور معن EMSو  SAنشان داد که اعمال دزهای کشنده  داده ها یانگینم

به طور معنادار کمتر از  EMSتیمار با این دو ماده به طور معنی داری کمتر از تیمارهای شاهد بود و تعداد ریشه در تیمار با 

تعداد شاخساره های باززا شده  ( مطابقت داشت. Bala and Palsingh,2015ین نتایج با نتایج )بود. ا SAگیاهان تیمار شده با 

کمتر از شاهد بود. مقایسه  معناداریبه طور  EMSو  SAدر تیمار با دزهای کشنده Maroussiaاز ریز نمونه برگ ژنوتیپ 

به طور  EMSمیانگین داده ها نشان داد که تعداد ریشه گیاهچه های حاصل از باززایی ریزنمونه های برگ کامل تیمار شده با 

و گیاهچه های شاهد بود. در تیمار جوانه  SAمعناداری بیشتر از ریشه های گیاهچه های حاصل از تیمار برگ های کامل با 

برخلاف نتیجه تیمارها روی ریزنمونه برگ کامل، تعداد ریشه گیاهچه های   EMSو  SAبا  Maroussiaژنوتیپ  های جانبی

به طور  EMSحاصل از پرآوری جوانه های جانبی کمتر از شاهد بود، ولی درصد ریشه زایی همانند این آزمایش در تیمار با 

به طور   SAداشت. تعداد شاخساره، طول ساقه و اندازه میانگره در تیمار بود و تفاوتی با شاهد ن SAمعنی داری بیشتر از تیمار 

یعنی افزایش تعداد و طول ریشه در   Ganesan et al.(2005)و شاهد بود. این نتیجه با گزارش EMSمعنی داری بیشتر از 

اهان شاهد مطابقت دارد )جدول قرار گرفته بود نسبت به گی SAمیلی مولار  10گیاهان پنبه که رویان های آنها تحت تیمار 

1 .)SA  همچنین سبب تغییر رنگ گل در ژنوتیپApollo از قرمز به صورتی، افزایش تعداد گلبرگ در ژنوتیپDolce Vita ،

( با 1389گردید. کهریزی )Maroussiaکاهش بدفرمی گل، افزایش شاخه های قوی رشد و افزایش تعداد گلبرگ در ژنوتیپ 

اشعه گاما بر جوانه های جانبی پنج ژنوتیپ رز تغییراتی در شکل و اندازه برگ، تغییرات در شکل و رنگ   کاربرد دزهای کشنده

یك جهش یافته با رنگ صورتی و تغییر در فرم گل و گلبرگ و افزایش تعداد  Apolloگل مشاهده کرد. همچنین در ژنوتیپ 

سبب افزایش  Apolloدر ژنوتیپ  SAر نیز کاربرد دز کشنده گلبرگ ها در مقایسه با شاهد را گزارش نمود. در تحقیق حاض

درصد تغییر رنگ از قرمز به صورتی پررنگ، گرد شدن لبه گلبرگ ها شد، ولی تعداد گلبرگ ها تغییری نسبت به گیاهان 

طول  سبب افزایش عرض و EMSدز کشنده  Maroussiaشاهد نداشت. در گیاهان حاصل از باززایی مستقیم برگ در ژنوتیپ 

 (.1گردید. )شکل ژنوتیپ گل، افزایش تعداد گلبرگ و کاهش تغییر شکل گل در گیاهان حاصل از باززایی برگ این 
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عد از شش ه رقم بتجزیه واریانس تاثیر تیمار با مواد جهش زا روی صفات رویشی گیاهان حاصل از جوانه جانبی س-1جدول 

 ماه انتقال به گلخانه.

 آزادیدرجه  منبع تغییرات
تعداد شاخساره 

 جانبی 
 طول ساقه تعداد گره

 

 طول میانگره
 

 **43/21ns  66/731** 86/6 **40/88 2 تیمار

 *67/22ns  95/92** 65/0 **50/6 2 رقم

 **73/1 **71/234 **47/73 **51/20 3 تیمار در رقم

 16/0 09/16 13/9 30/1 161 خطا

CV% - 84/41 13/29 25/41 08/42 

 

ج. ایجاد گل  EMS. الف .گل شاهد ب. ایجاد گل خوشفرم و بزرگ در تیمار با  Maroussiaژنوتیپ  -1شکل 

 جوانه های جانبی. EMSعدد گلبرگ گیاهان شاهد، در تیمار با  56عدد گلبرگ در مقایسه با  75خوشفرم با 

و تیمارشده بیشتر از تفاوت درون هر یك از گروه های شاهد و  های شاهد تجزیه مولکولی نشان داد تفاوت بین ژنوتیپ

و ضریب شباهت  جاکارد  گیاهان  تیمار شده و شاهد را در تیمار   UPGMAتیمار شده بود. گروه بندی ژنوتیپ ها با الگوریتم 

EMS  ژنوتیپApollo تیمار ،SA  ژنوتیپDolce Vita  تیمارهای ،SA  وEMS  ژنوتیپMaroussia ل از ریزنمونه جوانه حاص

حاصل از ریزنمونه برگ کامل را در دو گروه کاملا جدا از هم گروه بندی کرد. تجزیه   Maroussiaژنوتیپ   SAجانبی و تیمار 

( بین گیاهان شاهد و تیمار شده با 74مولکولی و تعیین فاصله ژنتیکی نیز این نتیجه را تایید کرد. بیشترین فاصله ژنتیکی )

EMS پ ژنوتیApollo ( بین گیاهان شاهد و تیمار شده با 72/46و کمترین فاصله ژنتیکی )EMS  ژنوتیپMaroussia  حاصل

را بین گیاهان حاصل از  %06/36تفاوت ژنتیکی  ISSR(، با استفاده از نشانگر 2012) و همکاران  Xiاز ریزنمونه برگ کامل بود.

 9لاین جهش یافته،  50اشعه گاما و گیاهان شاهد گزارش کردند. آنها همچنین از  1Gyفلس های سوخ لیلیوم تیمار شده با 

گیاه جهش یافته را  Rout (2011 ، )28و Senapatiلاین که از نظر مورفولوژی نیز با گیاهان شاهد متفاوت بودند، پیدا کردند. 

شناسایی کردند. در  RAPDا استفاده از نشانگر که با ماده جهش زای ارزالین تیمار شده بودند ب First redدر رز ژنوتیپ 

نشانگر مثبت مرتبط با صفات مورفولوژیکی شناسایی شد که می تواند در برنامه های اصلاحی رز به کار رود.  304مجموع 

 بیشترین ضریب تبیین تصحیح شده مربوط به صفت طول ساقه بود.
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Abstract 
In this research in order to find LD50, nodal and leaf explants which the leaf explants’ direct regeneration 

had been optimized previously, had been treated with different doses of two different mutagens (Sodium 

Azide(SA) and Ethyl Methanesulphate(EMS)). Significant increasing was observed in shoot number, shoot 

length and internode size of plants that nodal sections were exposed to LD50 of SA. Lethal dose of EMS effect 

on leaf explants of Maroussia increased the flower length and wide and petal number and decreased malformed 

flowers of regenerated plants. All plants of three genotypes were analyzed with 9 ISSR primers. UPGMA 

cluster analysis and Jacard similarity index classified mutant and control plants in to different group. 

Remarkable genetic distance was observed between mutant and control plants. Maximum R2 was 0.91 for shoot 

length. 
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