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 )Rosa hybrida( بررسي اثر تنش هاي دمايي و گرسنگي بر جنين زايي ميكروسپور در دو رقم تتراپلوئيد رز
، محمد )2( ، مريم جعفرخاني كرماني)3( ، محسن كافي)2( ران عنايتي شريعت پناهي، مه)1( مريم دهستاني اردكاني

  )4( ، مهناز عروجلو)3( رضا فتاحي مقدم
استاديار بخش تحقيقات كشت -2دانشجو دكتري، گروه علوم و مهندسي باغباني و فضاي سبز پرديس كشاورزي و منابع طبيعي، دانشگاه تهران  -1

دانشيار گروه علوم و مهندسي باغباني و فضاي سبز پرديس كشاورزي و منابع طبيعي،  -3هشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران پژو-بافت و انتقال ژن
  پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران-كارشناس بخش تحقيقات كشت بافت و انتقال ژن -4دانشگاه تهران 

در اين پژوهش، كشت ميكروسپور جدا شـده  . هاپلوئيد مي باشدها در توليد گياهان كشت ميكروسپور يكي از كاراترين روش
مهـم  . مورد بررسـي قـرار گرفـت    )Rosa hybrida(رز  Amarosaو  HAP1كولتيوارهاي  به منظور القاي جنين زايي در

 ,AB(بر زنده ماني ميكروسپورهاي ايزوله شده و تشكيل ساختارهاي چند سلولي شامل محيط جداسـازي   مؤثرترين عوامل 

B( محيط القايي ،AT3  همراه با منابع مختلف كربوهيدرات)  لاكـت  (و منـابع مختلـف آمينواسـيد    ) ساكارز، مـالتوز و گلـوكز
گرمـا و  (نيتروژني، تيمارهاي دمايي  -تنش هاي مختلقي مانند گرسنگي كربني. مورد بررسي قرار گرفتند) آلبومين هيدروليزات

بيشـترين  . ر آزمايشات مكرر براي القاي تقسيمات اسپروفيتي مورد بررسي قـرار گرفتنـد  به تنهايي يا همراه با يكديگر د) سرما
حداقل آلـودگي در  . مشخص شد DAPIاز طريق رنگ آميزي با ) انتهاي تك سلولي(پاسخ دهي مرحله نموي ميكروسپورها 

دقيقـه ضـد عفـوني شـده      10ت به مد%) 5/3(كشت ميكروسپورها زماني به دست آمد كه ميكروسپورها با هيپوكلريت سديم 
بيشترين زنـده   Amarosaدر ميان محيط هاي القايي در كولتيوار . دو محيط جداسازي تفاوت معني داري نشان ندادند. بودند

تفاوت معني داري نشـان   HAP1اما محيط هاي القايي در كولتيوار . همراه با گلوكز به دست آمد AT3ماني در محيط القايي 
ايـن اولـين گـزارش از    . القا كـرد  Amarosaجنين زايي را در كولتيوار  C°4روز در دماي  3گرسنگي به مدت تيمار . ندادند

   .جنين زايي ميكروسپور رز است

  رز، ميكروسپور، جنين زايي، استرس، دابلد هاپلوئيد : كلمات كليدي
  :مقدمه

هاي وحشي به منظور انتقال ژنهاي مفيد ري و گونهخصوص بين ارقام تجاهاي اصلاحي رز، استفاده از تلاقي بهيكي از روش
ها با مشكل ناسازگاري يا تفاوت سطح پلوئيدي بين اما تلاقي. هاي مورد كشت و كار مي باشدهاي وحشي به گونهاز گونه

اي ديپلوئيد وحشي هتجاري امكان تلاقي آنها را با گونه هاپلوئيد از گياهان تتراپلوئيدتوليد گياهان دي. والدين همراه هستند
هاپلوئيدها و سپس تهيه دابلد) Dihaploids(هاپلوئيدها از طرفي در صورت توليد گياهان هاپلوئيد از دي .سازدميسر مي

)Doubled haploids ( هاي مي باشند امكان توليد هيبريد% 100كه از نظر ژنتيكي داراي خلوصF1 هاپلوئيدهاي از دابلد
دار در عملكرد رز هاي توليدي گردد كه اين مساله ن روش اصلاحي مي تواند باعث ايجاد تحول معنيتوليدي وجود دارد و اي

 Bouvier et؛ Amaury et  al., 1997(قبلا در گياهان زينتي نظير ليليوم و درختان ميوه نظير گلابي به نتيجه رسيده است 

al., 2002.( باشد ترين و كاراترين روش ميروش كشت ميكروسپور جديد هاي مختلف توليد گياهان هاپلوئيد،در ميان روش
  . )1386پناهي، شريعتعنايتي(

  :ها مواد و روش
زايي ميكروسپور، تعيين اولين مرحله مهم در جنين. استفاده شد) HAP1  ،Amarosa(در اين آزمايش از دو رقم تجاري رز 

پورهايشان در مرحله انتهايي تك سلولي بودند، با استفاده از رنگ هايي كه اكثريت ميكروسغنچه. باشدمرحله مناسب غنچه مي
به مدت %  5/3(و هيپوكلريت سديم ) ثانيه 60ثانيه،  30ثانيه،  15به مدت %  70(از تركيبات اتانول . آميزي شناسايي گرديدند

هاي كشت ، محيطABو Bلهاي جداسازي شاممحيط. هاي رز استفاده شدجهت ضدعفوني كردن غنچه) دقيقه 15و  10،  5
مورد  )هيدروليزاتلاكتالبومين(و آمينواسيد ) ساكارز، مالتوز و گلوكز(همراه با منابع مختلف كربوهيدراتي  AT3القايي شامل 
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رسوب ته . سانتريفوژ گرديدند µm  58سوسپانسيون ميكروسپورها، پس از عبور از فيلتر با قطر منافذ. بررسي قرار گرفتند
ماني ميكروسپورها  با استفاده از ميكروسكوپ فلورسنت جهت تعيين درصد زنده FDAآميزي با  س از رنگپنشين شده 

و ) C°4(، تنش سرمايي )C°25( و در دماهاي مختلف شامل كنترل هاي مختلف كشت گرديدندنهايتاً در محيط. استفاده شدند
 C°25 مال تنش حرارتي تمامي كشتها به فيتوترون با دمايپس از اع. در شرايط تاريكي نگهداري شدند) C°30(تنش حرارتي

و ) C°4و  30، 25(روز در دماهاي  3به مدت  Bتيمار گرسنگي نيز با كشت ميكروسپورها در محيط . و تاريكي انتقال يافتند
  . شد تكرار انجام 3ها در قالب طرح آزمايشي كاملا تصادفي در آزمايش. صورت گرفت C°25سپس انتقال به دماي 

  :نتايج و بحث
شكل (تعيين شد ) سلوليمرحله انتهايي تك(بهترين مرحله برداشت  DAPIآميزي با پس از جداسازي ميكروسپورها و رنگ

دقيقه  10به مدت %) 5/3(سديم حداقل آلودگي در كشت ميكروسپورها زماني به دست آمد كه ميكروسپورها با هيپوكلريت ).2
دو محيط ). 1جدول (ماني ميكروسپورها نشان نداد داري در زندهتيمار با الكل تفاوت معني). 1ل شك(بودند عفوني شده ضد

محيط كشت  7داري ميان تفاوت معني HAP1در كولتيوار ). 2جدول (داري نشان ندادند تفاوت معني ABو  Bجداسازي 
ماني طولاني مدت در ، هرچند زنده)2جدول (شاهده نشدالقايي متفاوت از نظر فراواني زنده ماني ميكروسپورها مورد استفاده م

همراه با  AT3محيط . همراه با ساكارز و لاكتالبومين به دست آمد AT3همراه با گلوكز و لاكتالبومين و  AT3هاي محيط
ي ميكروسپور زايمحيط القايي يك عامل مهم در فرايند جنين. نشان داد Amarosaماني را در كولتيوار گلوكز بيشترين زنده

 Amarosaباعث ايجاد جنين در كولتيوار  C°4روز در دماي  3تيمار گرسنگي به مدت ). Hofer, 2004(باشد مي
كواتيوار  ماني ميكروسپورهاياين تيمار در زنده. مطابقت داشت) 2004(كه اين نتايج با هوفر و همكاران  ، )2شكل (شد

HAP1 رهاي دمايي بيشترين تقسيمات سلولي در كولتيوار در تيما. داري نشان ندادتفاوت معنيHAP1  درC°30  به مدت
شكل (به دست آمد 14به مدت روز  C°4و  C°25روز،  7به مدت  C°30ماني ميكروسپورها در روز و بيشترين ميزان زنده 7
  .داري نشان ندادندتفاوت معني  Amarosaها در  كولتيوار اين تنش. )3

سديم بر  اثر مدت زمان ضدعفوني با هيپوكلريت: 1 شكل  و الكل         نس داده هاي حاصل از ضدعفوني با هيپوكلريت سديمتجزيه واريا: 1جدول
 زنده ماني ميكروسپورها

     Amarosaو   HAP1محيط هاي ايزولاسيون و محيط كشت در كولتيوارهاي از   تجزيه واريانس داده هاي حاصل: 2جدول
 Amarosaمحيط كشت در كولتيوار                                HAP1محيط كشت در كولتيوار           

  

 ميانگين مربعات زنده ماني     df منابع تغييرات       ميانگين مربعات زنده ماني      df منابع تغييرات           
 ns008/0             2الكل                                    005/0*             2         ريت سديمهيپوكل

  005/0                6خطاي آزمايشي                  001/0                 6            خطاي آزمايشي

 

محيط ايزولاسيون                           
ميانگين مربعات زنده     df منابع تغييرات          ميانگين مربعات زنده ماني     df منابع تغييرات       ماني   ميانگين مربعات زنده    df منابع تغييرات           

       ماني
 25/0 **                3محيط كشت            /                 ns03             6            محيط كشت              ns018/0            1     محيط ايزولاسيون

  003/0                    6خطاي آزمايشي                       06/0             14خطاي آزمايشي                        045/0                 4      خطاي آزمايشي
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Abstract 
Microspore culture is one of the most commonly used methods to produce doubled haploid 
plants. In this research work, isolated microspore culture was studied in order to induce 
embryogenesis in roses (Rosa hybrida) cultivars i.e. HAP1 and Amarosa. Important factors 
affecting viability of isolated microspores and formation of multi-cellular structures including 

رنگ آميزي ميكروسپور ايزوله شده در ) الف) 2شكل   ج ب الف
ساختار چند ) ب DAPIمرحله انتهاي تك هسته اي با 

 DAPIسلولي منتج از ميكروسپور رنگ آميزي شده  با 
  هاي ايزوله شدهجنين به دست آمده از ميكروسپور) ج
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isolation media (AB, B), AT3 induction medium with different carbohydrate sources (sucrose, 
maltose and glucose) and amino-acid source (lactalbumin hydrolysate) were investigated. 
Different stresses including carbon & nitrogen starvation, temperature treatment (heat and 
cold) alone or in combination with each other for various times were evaluated on the 
induction of sporophytic divisions. The most responsive developmental stage of microspores 
(late uni-cellular) was determined using DAPI staining. The least infection of microspore 
cultures was observed when microspores sterilized with sodium hypochlorite (%3.5) for 10 
minutes. Two isolation media did not show significant difference. Among induction media, in 
cv. Amarosa, the highest viability of microspores was observed in AT3 induction medium 
supplemented by glucose. However, induction media in cultivar HAP1 didn’t show 
significant difference. Starvation treatment for 3 days at 4°C could induce embryogenesis in 
cv. Amarosa. This is the first repot of rose microspore embryogenesis. 
Key word: Rose, Microspore, Embryogenesis, Stress, Doubled haploid 

  


