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  بررسي تاثير پيش تيمار، غلظت و نوع نيتروژن محيط كشت بر روي 

   كشت بساك رز
  

  )2(و مريم جعفرخاني كرماني ) 1(، احمد معيني )1(سارا السادات راه پيما 
   كرج، موسسه تحقيقات بيوتكنولوژي -2 دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده كشاورزي، گروه اصلاح نباتات، -1

  كشاورزي ايران
  

 سرمايي، گرمايي، مانيتول و نيز تاثير تغييراتي در ميزان و نوع نيتروژن محيط كشت بر اين تحقيق اثر پيش تيمارهايدر 
اين بررسي طي يك آزمايش . بررسي شده است) Rosa hybrida(روي كشت بساك تعدادي از ارقام تجاري رز 

و ) مول 3/0(يش تيمار سرمايي، گرمايي، مانيتول بدون پيش تيمار، پ( سطح 5 فاكتور پيش تيمار در 3فاكتوريل با 
محيط (  سطح 5و محيط كشت در ) Chrysler Imperialو Lawinia ,little chief ( سطح 3، رقم در)سرما-مانيتول

محيط ، افزايش تنها كازئين هيدروليزات به )MSP (محيط كشت پايهافزايش پرولين و گلوتامين به ، MSكشت پايه 
كاهش نيتروژن معدني و  نيتروژن ، )TNI(كاهش نيتروژن معدني و كاهش آهن محيط كشت پايه ، ))MSC (كشت پايه

نشان داد كه بيشترين ميزان كالوس زايي مربوط به رقم  نتايج بدست آمده . انجام گرفت)(TNP)آلي محيط كشت پايه
Little chief 4و يا در دماي ) پيش تيمار مانيتول(روز  4 درجه سانتيگراد به مدت 20 با پيش تيمار مانيتول در دماي 

 سرما -پيش تيمار مانيتول با TNP محيط كشت همچنين، ) سرما-پيش تيمار مانيتول(درجه سانتيگراد به مدت يك هفته 
  .بوده است Little chief  رقمباو نيز 

  
  .رز، رز هيبريد، كشت بساك، كالوس زايي،پيش تيمار: واژه هاي كليدي

  

  :مقدمه
مثل پيش تيمار دمايي پايين يا بالا، شوك اسمزي و گرسنگي قند ) هاي مختلف تنش( تيمارهاي فيزيكي و شيميايي اعمال

تواند در تحريك نرزايي موثر بوده يا بـراي القـاء نرزايـي در تعـدادي از گياهـان       هاي گرده، مي  در طي دوره تكويني دانه    
   از اين پيش تيمارها، ممكن اسـت بـا نـوع گونـه يـا حتـي واريتـه                   با اين حال، نوع و مدت زمان استفاده       . ضروري باشد 

شـوك اسـمزي بـا اسـتفاده از     ). Bhojwani and Razdan, 1996 ; Bhojwani et al., 2001(متفـاوت باشـد   
 Roberts- Oehlschlager and(تواند براي القاي نرزايي استفاده شود  مانيتول از جمله پيش تيمار هايي است كه مي

Dunwell, 1990; Wei et al., 1984 .(     براي اين منظور، در اين تحقيق تاثير پيش تيمـار مـانيتول بـر روي كـشت
  . بساك رز مورد بررسي قرار گرفته است

همچنين در بررسيهاي گوناگون بر روي ارقام مختلف گياهي مشخص شده كه با تغييراتـي در عناصـر مـاكرو و ميكـرو                       
 ;Chuang et al., 1978)اي نرززايي كمك كرد، از جمله با كاهش نيتروژن معـدني  محيط كشت پايه، مي توان به الق

Chen et al., 1982; Raina and Irfan, 1998; Chu et al., 1975; Salehi, 2003)و افزايش نيتروژن آلي  .
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)Bhojwani and. Razdan, 1996 (بررسي شـده  از اين رو در تحقيق حاضر، اثر اين عوامل نيز بر روي نرزايي رز 

  .است
  
  :مواد و روش ها 

فاكتورهاي مورد بررسـي عبـارت       .انجام شد ) CRD(اين بررسي در قالب آزمايش فاكتوريل با طرح پايه كاملاً تصادفي            
، )سـرما  - بدون پيش تيمار،پيش تيمار سرمايي، گرمايي، مانيتول و مانيتول        ( سطح   5 پيش تيمار در     ،فاكتور اول : بودند از 

 و فاكتور سوم تركيب محيط كـشت  ،)Chrysler Imperialو Lawinia ,little chief ( سطح 3 رقم در فاكتور دوم
 رقم 3در اين تحقيق از بساك هاي  .كه متعاقباً توضيح داده مي شوند) MS, MSC, MSP, TNP, TNI( سطح 5در 

.  اسـتفاده شـد  Little chief Chrysler Imperial, Lawinia, و رز مينيـاتوري شـامل ارقـام   hybrid teaتجاري 
غنچه هايي كه شروع به باز شدن كرده بودند و از گياهاني كه در شرايط گلخانـه، در گلـدان نگهـداري مـي                        بساك ها از  

سـرما  - سطح شامل بدون پيش تيمار و پيش تيمار سرمايي، گرمايي، مانيتول و مانيتول             5پيش تيمار در     .شدند تهيه شدند  
هـايي بـا       غنچـه  ،زايي بـساك هـا      به منظور بررسي تأثير سرما بر روند كالوس       . اي فوق اعمال شد   ژنوتيپه    بود كه بر روي     

  در حالي كه فويل آلومينيومي پيچيده وسپس در داخل دستمال مرطوب وانتخاب،متر     سانتي 10 حدود   لهايي به طو    ساقه
جهت اعمـال   . داده شدند  روز قرار    10  الي 7 به مدت    C4°  در دماي   در يخچال  بودند،در يك ظرف آب     قاعده ساقه ها    

در داخـل دسـتمال      تيمـار سـرمايي،      را مطـابق پـيش     cm 10هاي به طول حـدود        هايي با ساقه     غنچه پيش تيمار گرمايي،  
در بعـد از آن     در يـك ظـرف آب قـرار داده و           قاعده سـاقه هـا را       در داخل فويل آلومينيومي پيچيده و        سپس   مرطوب و 

°C30 استريل  ابتدا محلول مانيتول گرسنگي،تيمار  بررسي پيش جهت.داده شدند  روز قرار4 به مدت  M3/0و  را تهيه 
و در   دهش ـ جـدا    از غنچه ها   و سپس بساك ها      توزيعمتر     سانتي 6 به قطر    ديش هاي   در داخل پتري  را  پس اين محلول    س

 ديـش    ي از پتـري   دا  عدهمچنين، ت .  شدند داري تاريكي نگه   ديش ها در شرايط    پتريو نهايتاً    داده شدند، اين محلول قرار    
 و بعـد از     شـدند  نگهـداري    ،C4°  بـا دمـاي    در يخچال يك هفته   ي به مدت    دا  عدت و   C25° روز در دماي     4 به مدت    ها

،  بـساك هـا     زايـي    كالوس و پس از يك ماه، درصد      شدندبه محيط كشت منتقل     بساك ها     پيش تيمار،  سپري شدن مدت  
   .اندازه گيري شد

  

   بحثنتايج و
 بـوده و در رقـم   C 25° بيشترين ميـزان كـالوس زايـي مربـوط بـه پـيش تيمـار مـانيتول در دمـاي            ،Lawiniaدر رقم   

Chrysler imperialسرما و عـدم اسـتفاده از پـيش تيمـار، تفـاوت      -، بين ميانگين اعمال پيش تيمار مانيتول، مانيتول 
. يط كشت و نيز رقم و محـيط كـشت نـشان داده شـده اسـت                اثر متقابل پيش تيمار و مح      .معني داري مشاهده نمي شود    

  TNI و TNPسرما با محيط كشت هاي -بيشتربين ميزان كالوس زايي مشاهده شده مربوط به تركيب پيش تيمار مانيتول
بـر اسـاس گزارشـات مختلفـي كـه در ارتبـاط بـا        .  بوده اسـت TNP در محيط كشت Little chiefو نيز تركيب رقم 
تيمارهاي گوناگون بر روي تحريك نرزايي در گياهان مختلف توسـط محققـين، ارائـه شـده اسـت، بـه                     بكارگيري پيش   

 Bhajwani(كارگيري پيش تيمارهاي فيزيكي از جمله شوك اسمزي و گرسنگي در طي دوره تكويني دانه هاي گـرده  

and Razdan, 1996 ; Bhajwani et al., 2001 ( و شيميايي)Konzak et al., 2000( ،  مي تواند در تحريـك
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اسـتفاده از   . بـود  كالوس زايي بساك مـؤثر        روي  اعمال پيش تيمارهاي گوناگون    ،در تحقيق حاضر نيز   . نرزايي مؤثر باشد  

هنگامي كه بـساكها مـستقيماً و   . به طور معني داري موجب افزايش كالوس زايي شد       ) mol.L-1 3/0(پيش تيمار مانيتول    
دند، معمولاً مدتي بعد از كشت، تغيير رنگ مي دادند و به رنگهاي قهوه اي تيره تـا                  بدون اعمال پيش تيمار كشت مي ش      

سياه در مي آمدند و كالوس زايي در آنها بسيار كم بود، همچنين به نظر مي رسيد در اين حالت كالوسها بيـشتر از محـل                      
 mol.L-1 (استفاده از پيش تيمار مـانيتول  اما در هنگام ). 3شكل (ميله بساك و يا از ديواره هاي بساك منشاء گرفته اند 

اگـر بـه محـل      . ، منشاء كالوسها تغيير يافته و معمولاً بساك ها باز شده و كالوسها از داخل بساك خـارج شـده انـد                     )3/0
مشاهده مي شود كه در هنگام استفاده از مانيتول، كالوسها          ) 4شكل(خروج گرده ها در هنگام گرده افشاني رز دقت شود           

اين حالت به وضـوح در      .  از ناحيه اي كه گرده ها در هنگام گرده افشاني از آنجا خارج مي شوند، منشاء گرفته اند                  بيشتر
با توجه به منابع موجـود در زمينـه اسـتفاده از پـيش تيمـار مـانيتول، ميتـوان تـا             ). 5شكل  ( مشاهده شد    Lawiniaرقم  

به مدت چنـد روز در محلـول مـانيتول، در ابتـدا مـي توانـد تـا                   نگهداري بساكها   . حدودي چنين تغييراتي را توجيه كرد     
حدودي چربي هاي سطحي بساك را كه ممكن است اكسيد شدن آنها در برابر هوا، كه موجب سـياه شـدن بـساك  مـي      
شود و مانعي در برابر كالوس زايي مي باشد، شسته و كاهش دهد و موجب كمتر شدن تيرگي بساكها بعد از كشت شود                       

   گرسـنگي شـود و ميكروسـپورهايي كـه از ديـواره         ءمانيتول مي تواند باعث القا    ثانياً،  .  كالوس زايي افزايش يابد    و درصد 
عقيـده بـر   . زايي، زنده مانده و كالوس يا جنين توليد كنند  زايي يا جنين    توانند در محيط كشت كال      اند، مي   بساك جدا شده  

گردد تا انرژي ميكروسپورها روي ادامه مراحـل تكـويني تمركـز              ياين است كه مانيتول باعث گرسنگي شده و موجب م         
مـانيتول باعـث     بنـابراين تيمـار  ،ها قادر به استفاده از مانيتول به عنوان منبع كربن نيـستند         لوچون در اين مرحله سل    . يابد

 ,Genovesi and Yingling(كند   از ميكروسپور ميوسها شده و آنها را وادار به توليد جنين و كال سردرگمي سلول

1994.(  
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Effects of Pretreatment, Concentration and type of Nitrogen Source on Rose Anther 
Culture 

 
Abstract:  
In this study, the effects of some pretreatments, concentration and type of nitrogen source in 
medium on rose (Rosa hybrida) anther culture have been investigated. The experiment was 
carried out in a 3 factorial experiment. Three studied factors consisted of anther pretreatment 
(control, heat, cold, mannitol and cold-mannitol), cultivar (Lawinia, Little chief, Chrysler 
Imperial) and medium (MS, MSP: MS + L-Prolin and Glutamine, MSC: MS + casein 
hydrolysate, TNP: MS + 1/2 mineral nitrogen + L-Prolin and Glutamine, TNI: MS + 1/2 mineral 
nitrogen + 10 µM FeSO4 and 100 µM Na2EDTA). Callogenesis trait was determined after 1 
month. The results showed that the highest callogenesis was obtained by cv. Little chief together 
with mannitol pretreatment in 20 ºC for 4 days or cold-mannitol pretreatment at 4 ºC for a week 
in darkness, and also medium TNP together with cold-mannitol pretreatment and interaction 
between TNP and cv. Little chief. 
 
Key words: Rose, Rosa hybrida, Anther culture, callus induction, pretreatment. 
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