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  چکیده

سازی فرایند توليد  این تحقيق در جهت بهينه. باشديد کشت ميکروسپور مینژادی در توليد گياهان هاپلوئ های به یکی از روش

امل عو .انجام شد( Rosa hybrida cv. Apollo)گياهان هاپلوئيد با استفاده از روش کشت ميکروسپور در رز رقم آپولو 

زن  ربا و هم انتهای پيستون سرنگ، آهن)های جداسازی ميکروسپورها  مانی ميکروسپورها از جمله روش تأثيرگذار بر زنده

مورد مطالعه ( AT3(III)و  NLN ،A2 ،AT3(I) ،AT3(II))، محيط کشت القایی (NLN ،AB ،B)، محيط جداسازی (مغناطيسی

های جداسازی محيط  در ميان محيط. تشخيص داده شد زن مغناطيسی ربا و هم بهترین روش جداسازی توسط آهن. قرار گرفتند

 های کشت القایی محيط در ميان محيط. مانی ميکروسپور را نشان داد بيشترین درصد زنده( محيط فاقد مواد غذایی) Bجداسازی 

AT3(I) قيق حاضر بهترین روش جداسازی ميکروسپورها و نتایج تح. مانی را نشان داد گرم در ليتر مالتوز بالاترین ميزان زنده 32با

مانی ميکروسپور را برای تحقيقات آینده در زمينه القای هاپلوئيدی  بهترین محيط کشت جداسازی و القایی را با حداکثر ميزان زنده

 .در رز ارائه نمود

 رز، ميکروسپور، هاپلوئيدی :کلمات کلیدي

 مقدمه

ح پلوئيدی است که نژادی، کاهش سط های به یکی از روش

از والدین ( n1)ها یا گياهان هاپلوئيد  ایجاد بافت: شامل

ها یا  ها در بافتهتروزیگوت و دو برابر کردن کروموزوم

که به ( n2)گياهان برای به دست آوردن گياهان دیپلوئيد 

. باشداند، می عنوان هاپلوئيدهای دو برابر شده شناخته شده

بعد از دو برابر . فرد استدر سطح هاپلوئيدی هر ژن من

شدن کروموزوم، که در تئوری یک کپی همسان از 

شود، ژن گياه حاصله  هرکروموزوم هاپلوئيد ساخته می

بنابراین گياه هاپلوئيد دو برابر شده . هموزیگوت خواهد شد

(. Baenziger et al. 1984)کاملاً خالص ژنتيکی است 

( gynogensis)تواند از یک سلول تخم جنين هاپلوئيد می

یا از یک ( apogamy)یا از یک سلول گامتوفيتيک دیگر 

 .Khush et al) به دست آید( androgenesis)گامت نر 

های رز با عدم موفقيت هنگامی که تلاقی بين گونه (.1996
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شد، محققين بر آن شددند تدا نسدبت بده توليدد گيداه       همراه 

ادر به توليد گدل و  در حالی که ق)هاپلوئيد از گياه تتراپلوئيد 

اقدام نمایند و سپس از هاپلوئيدهای ایجاد شدده  ( گرده باشد

در تلاقی با ارقام وحشی دیپلوئيدد   باشند، هاپلوئيد می که دی

هدای دیپلوئيدد بده ارقدام تتراپلوئيدد       استفاده کنند و از گونده 

 هددای قددارای را انتقددال دهنددد هددای مقدداوم بدده بيمدداری ژن

(Meynet et al. 1996 .)     برای ایدن منودور، بعدد از انجدام

هاپلوئيد بدست آمده و رقدم وحشدی، بدا     تلاقی بين گياه دی

اسددتفاده از روش تلاقددی برگشددتی، ژن مددورد نوددر از رقددم  

شدود و   دیپلوئيد وحشی به رقم دی هاپلوئيد انتقال داده مدی 

هاپلوئيدد   های گيداه دی بعد از آن با دو برابر کردن کروموزوم

سين، ژن مورد نودر در رقدم مدورد     مار کلشیبا استفاده از تي

بده  . شدود  شود و گياهان تتراپلوئيد حاصل مدی  نور تثبيت می

ایجاد گياه هاپلوئيد و بده دنبدال آن ایجداد    )علاوه این روش 

نژادیی بدرای ایجداد    ، موجب کم کردن دوره به(هاپلوئيد دابل

که بده  ( مانند رز)های هموزیگوت در گياهان دگرگشن  لاین

شدوند،   های بعدی استفاده مدی  ان والدین تلاقی در برنامهعنو

ضددمناً، گياهددان هاپلوئيددد مددداع  شددده در . خواهددد شددد

 مولکدولی، آنداليز   های ژنتيکی با اسدتفاده از مدارکر   یابی نقشه

QTL   ندژادی از   و در مطالعات سيتوژنتيکی، انتقدال ژن و بده

 .Mohan Jain et al) شدوند  طریق موتاسيون اسدتفاده مدی  

همچنين، با کداهش سدطح پلوئيددی در یدک گيداه      (. 1996

توان تأثير سدطو  مختلد  پلوئيددی را بدر      اتوتتراپلوئيد، می

روی خصوصيات مورفولوژیکی و فيزیولوژیکی رزها مطالعه 

زایدی   به طور کلی در گياهان از سه روش نرزایی، ماده. نمود

 و حذف کروموزومی برای توليد گياهدان هاپلوئيدد اسدتفاده   

( پدارتنوژنز )زایدی   تا کنون در رز فقط از روش ماده. شود می

استفاده شده است که کارایی توليدد گياهدان هاپلوئيدد در آن    

در صورتی که بتدوان از   ،(Meynet et al. 1996) کم است

احتمال به دست آوردن گياهان  ،روش آندروژنز استفاده کرد

 از ایدن  هددف  .هاپلوئيد و نرخ آن بسيار زیداد خواهدد بدود   

 در زایی تحقيق بررسی اوليه عوامل موثر بر القای مسير جنين

 .          باشدشده رز می  ميکروسپورهای جدا

 مواد و روشها 

 مواد گياهی

از کلکسديون خخدایر   ( Apollo)هدای رز رقدم آپولدو     نمونده 

ژنتيکددی رز پژوهشددکده بيوتکنولددوژی کشدداورزی ایددران    

(ABRII )رحلدده بددرای کشددت بهتددرین م. آوری شدددجمددع

ميکروسپور یا بسدا  گدل رز زمدانی اسدت کده تعددادی از       

ها نمایان و در حال باز های غنچه باز شده و گلبرگکاسبرگ

هددا کدداملاً زرد و و بسددا ( الدد  -1شددکل ) شدددن بودنددد

 ای ميانی تا انتهایی هسدتند  هسته ميکروسپورها در مرحله تک

لدده تکامددل تددر مرح بددرای تعيددين دقيددق (. 1931راه پيمددا )

ميکروسپورها در مراحل مختلد  نمدوی، ميکروسدپورها بدا     

ها پس  غنچه. آميزی شدند رنگ DAPIماده  μl22استفاده از 

درصدد در زیدر    1/9از برداشت با محلول هيپوکلریت سدیم 

دقيقده سده بدار بدا آ       11پدس از  . لامينار ضدعفونی شدند

شدکل  ) دقيقه شستشو داده شددند  1استریل هر بار به مدت 

1-  ).  

 جداسازی و کشت ميکروسپورها

ها را ها و گلبرگ ها، کاسبرگ پس از ضدعفونی کردن، غنچه

ها به منوور جداسازی  بسا و ( پ -1شکل ) جدا کرده

-NLN)ميکروسپورها در درون بشر حاوی محيط شستشو 

13 ،AB  وB ) قرار گرفتند و با دو روش، جداسازی انجام

با استفاده از پيستون انتهای له کردن بسا  ( ال : شد

ها درون محيط شستشو با  که در این روش بسا : سرنگ

روش (  . (ت -1شکل ) استفاده از انتهای سرنگ له شدند

در این روش : زن مغناطيسی هم ربا و جداسازی با آهن

ميلی ليتری  1ها و محيط شستشو را در یک شيشه  بسا 

 4به مدت ربای کواک ریخته و شيشه  حاوی یک آهن

 دور قرار داده شد 122زن مغناطيسی با  دقيقه در روی هم
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بعد از جداسازی، ميکروسپورها ابتدا با مش . (ث -1شکل )

 ( ج -1شکل ) ميکرومتری فيلتر شدند 19و سپس  32اندازه 

ميلی ليتری  12های  و محلول زرد رنگ حاصل داخل تيو 

در  دقيقه 1به مدت  rpm1122ریخته شد و با سرعت  

 شدند (Beckman GS-6R USA) سانتریفيوژ C°4 دمای

 محيط کردن اضافه با شده نشين ته رسو . (چ -1شکل )

 های اعمال تنش برای. (  -1شکل ) شد رقيق کشت

 خانه هر داخل که شد استفاده دیش مالتی از شيميایی،

 μl 122 و کشت محيط ليتر ميلی 2 دیش مالتی

پس از  .(خ -1شکل ) شد اضافه شده رقيق ميکروسپورهای

جداسازی ميکروسپورها، به منوور بررسی تأثير دو روش و 

مانی ميکروسپورها با  سه محيط جداسازی بر روی زنده

آميزی و توسط ميکروسکوپ  رنگ FDA استفاده از محلول

  . فلورسنت بررسی شدند

      
                                 ال              

       
  ت                                 پ                  

      
 جث                                                         

       
                           چ

 
 خ

 مراحل ضدعفونی، جداسازي و کشت میکروسپور رز -5شکل 

های کشت  طدر این تحقيق محي القایی کشت های محيط

 های کشت شامل این محيط. گوناگونی آزمایش شدند

NLN-13 (Lichter, 1982 ) 3/1با  =pH ،A2 

(Indrianto et al. 1999 )2/1 با  =pH  و محيط پایهAT3 

(Touraev et al. 1996a)  با سه منبع مختل  کربوهيدرات

گرم  AT3(II) 132گرم در ليتر مالتوز،  AT3(I) 32شامل 

 = 2/1 باگرم در ليتر گلوکز و  AT3(III) 32التوز و در ليتر م

pH بعد از تهيه سوسپانسيون، ميکروسپور در این . شدندمی

 .سه محيط کشت شدند

 طر  آماری

تکدرار در قالدب   دارای تيمارها با استفاده از مقایسات آماری 

طر  کاملا تصادفی و یا فاکتوریل با پایه کداملا تصدادفی بدا    

و  SASاز نددرم افددزار . مقایسدده شدددندحددداقل سدده تکددرار 

MSTATC  و مقایسه ميانگين با آزمونLSD   جهت آنداليز

 .ها استفاده گردید داده

  نتایج و بحث

 روش جداسازی و محيط شستشو
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در بررسی روش جداسازی و محيط شستشو بين اثرات 

داری مشاهده شد، اما بين  ساده تيمارها، اختلاف آماری معنی

جداسازی و محيط جداسازی اختلاف اثر متقابل روش 

های جداسازی در روش. داری وجود نداشت آماری معنی

زن مغناطيسی و روش  ربا و هم ميکروسپور شامل روش آهن

داری بين این دو روش وجود  انتهای سرنگ تفاوت معنی

مانی ميکروسپور مربوط به  بيشترین درصد زنده. داشت

این ( 2)که شکل بود  زن مغناطيسی ربا و هم روش آهن

بهترین روش جداسازی،  .دهدتفاوت را به وضو  نشان می

 .روشی است که کمترین آسيب را به ميکروسپور برساند

 
 رز  مانی ميکروسپور درصد زندهبر اثر روش جداسازی  -2شکل 

 LSDبا آزمون % 1دار در سطح احتمال  دهنده اختلاف آماری معنیحروف غير مشابه نشان

 .باشد می

زن  ربا و هم در بين دو روش جداسازی، روش آهن

در سال . مغناطيسی صدمه کمتری به ميکروسپورها رساند

هوفر و همکاران در یک بررسی روش جداسازی  1333

زن  ربا و هم ميکروسپور با انتهای سرنگ و روش آهن

بر اساس نتایج این . مغناطيسی را در سيب مقایسه کردند

زن مغناطيسی  ربا و هم ازی با آهنمحققان، در روش جداس

درصد ميکروسپورها زنده بودند، در حاليکه با  32تا  12

مانی  روش جداسازی با انتهای سرنگ درصد زنده

 2222ویئگو و همکاران در سال . بود% 20ميکروسپورها  

زن  اهار روش جداسازی مختل  شامل ورتکس، هم

بر درصد زن را  و هم glass bar grinding مغناطيسی،

 مانی ميکروسپورهای گندم آزمایش کردند و نشان دادند زنده

مانی در روش جداسازی با  که بيشترین درصد زنده

دهد که  نشان می( 9)شکل  .کن به دست آمد مخلوط

و  Bمانی ميکروسپور مربوط به محيط  بيشترین درصد زنده

 ABو  NLN مانی مربوط به محيط کمترین درصد زنده

. داری وجود نداشتبين این دو اختلاف معنیباشد و  می

برای اولين بار توسط تورائ  و هبرل در سال  Bمحيط 

. برای جداسازی ميکروسپور تنباکو به کار برده شد 1333

این محيط را برای جداسازی  1333هوفر در سال همچنين 

ميکروسپور سيب مورد استفاده قرار داد و بيشترین درصد 

 . زایی را به دست آورد مانی و جنين زنده

 
 مانی ميکروسپور رز درصد زنده براثر محيط جداسازی  -9شکل 

با آزمون % 1دار در سطح احتمال  دهنده اختلاف آماری معنیحروف غير مشابه نشان

LSD باشد می. 

 های کشت القایی محيط

های کشت القایی نشان داد که بين ترکيبات  ارزیابی محيط 

 القایی از نور تأثير بر روی درصدمختل  محيط کشت 

دهد که محيط کشت نشان می( 4)شکل  .زایی دارد جنين

AT3(I)  گرم در ليتر مالتوز بيشترین درصد  32حاوی

 مانی ميکروسپور را به خود اختصاص داده است و زنده

محيط کشت القایی . داری وجود دارد مانی تفاوت معنی زنده

مانی ميکروسپور و تغيير  هیکی از فاکتورهای مؤثر در زند

مسير رشد ميکروسپور به سمت اسپروفيتی یا به عبارتی القاء 

گرم در ليتر گلوکز کمترین درصد  32با  AT3(III)محيط 

نوع و غلطت کربوهيدرات در محيط  .مانی را دارد زنده

.کند کشت نقش مهمی در کشت ميکروسپور ایفا می
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مهمترین ترکيبات محيط کشت، نوع کربوهيدرات  یکی از

موفقيت نرزایی با فيزیولوژی قند و متابوليسم آن . باشد می

ن داده است که ها نشا پژوهش. در ميکروسپور ارتباط دارد

مولکول قند به عنوان یک مولکول سيگنالی برای تنويم ژنی 

. کند زایی ميکروسپور دخالت دارد، عمل می که در القاء جنين

حدور نشاسته، شاخص استعداد و پتانسيل ميکروسپور 

مشخص شده است که نشاسته موجود . باشد برای نرزایی می

 .et al)زایی شود تواند وارد برنامه نر در ميکروسپور نمی

1995 Scott).  

 
مانی ميکروسپور  درصد زنده براثر محيط کشت القایی  -4شکل 

 رز
با آزمون % 1ر در سطح احتمال دا دهنده اختلاف آماری معنیحروف غير مشابه نشان

LSD باشد می. 

نتایج این آزمایش نشان داد که ميکروسپورهای کشت شده 

 AT3(III)حاوی ساکارز و محيط NLN های  در محيط

ای شدن رفتند و وارد  حاوی گلوکز بيشتر به سمت نشاسته

های کشت  حاليکه ميکروسپور در .مسير گامتوفيتی شدند

ای  تر شده و نشاستههای حاوی مالتوز بزرگ شده در محيط

البته بعد از مدتی رشد آنها متوق  شد و علائمی از . نشدند

مالتوز و ساکارز . ورود به مسير اسپروفيتی مشاهده نشد

ترین قند مورد استفاده در محيط القاء برای کشت  عمومی

در گندميان . باشد های مختل  می بسا  و ميکروسپور گونه

ر حاليکه ساکارز، گلوکز و مالتوز مناسب ترین قند است، د

 در جو مشخص. فروکتوز برای ميکروسپور سمی هستند

شده است که ساکارز به سرعت متابوليزه شده و با تجمع 

در . کند مقدار زیادی نشاسته از تکوین جنين جلوگيری می

زایی  حاليکه مالتوز به کندی تجزیه شده و منجر به جنين

ور سيب، بيشترین در کشت ميکروسپ. شود ميکروسپور می

زایی در محيط حاوی مالتوز و در محيط حاوی  درصد جنين

 et al. 1999)زایی مشاهده شد  ساکارز کمترین درصد جنين

Höfer.) ها همچون جو  ميکروسپورهای برخی گونه(Scott 

et al. 1994 ) و گل ميمون(Barinova et al. 2002 )

ندارند و  توانایی زنده ماندن در محيط حاوی ساکارز را

. ميرند بلافاصله بعد از جداسازی و کشت در این محيط می

مانی ميکروسپورهای رز در محيط  در مطالعه حاضر نيز، زنده

در این بررسی سه غلوت . حاوی ساکارز کاهش یافت

مالتوز مورد آزمایش قرار گرفت که با توجه به نتایج بهترین 

در . لتوز بودمولار ما ميلی 212گرم در ليتر یا  32غلطت 

ترین غلوت مالتوز بين  کشت ميکروسپور سيب نيز مناسب

بنا بر گزارشات به دست  .باشد ميلی مولار می 912تا  212

    آمده، نوع و غلوت کربوهيدرات بستگی به گياه و گونه دارد

(et al. 1999 Höfer .)با ( 1931)کاراندهستانی و هم

ه منبع به همراه س AT3بررسی محيط کشت القایی 

، بالاترین ميزان (مالتوز، ساکارز و گلوکز)کربوهيدرات 

به همراه گلوکز AT3 مانی ميکروسپورها را در محيط زنده

درحاليکه در مورد رقم . گزارش کردند Amorosa در رقم 

Apollo مانی ميکروسپورها داری در زندهتفاوت معنی

  .مشاهده نکردند

 دستورالعمل ترویجی

نژادی برای توليد گياهان  هاپلوئيد روشی بهایجاد گياهان 

به . دهدنژادی را کاهش می هموزیگوت است که فرآیند به

سازی کشت این منوور، در تحقيق حاضر جهت بهينه

مانی ميکروسپور  ميکروسپور رز، عوامل مختل  موثر بر زنده

 این موارد خیل از جمله عواملی است که در. بررسی شدند

 مانی ميکروسپور داشت و ادی بر روی زندهآزمایش تأثير زی
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 :تحقيقات مورد استفاده قرار گيرددر ادامه شود میتوصيه 

جدا سازی ميکروسپور با روش آهنربا و همزن  -1

 مغناطيسی

جهت جداسازی  Bاستفاده از محيط کشت   -2

 ميکروسپور

کشت ميکروسپورهای جدا شده در محيط کشت   -9

AT3  گرم مالتوز 32با 
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مجله . تتراپلوئيد( .Rosa hybrida L)زایی ميکروسپور در کشت ميکروسپورهای جدا شده از دو رقم رز گرسنگی بر جنين دمایی و
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Abstract 

Production of haploid plants in ornamentals is one of the breeding methods which have been restricted to 

only a few species. In order to optimize haploid culture in Rosa, the effects of two stress elements 

(Colchicine and 2,4-D) on microspore viability of R. hybrida cv. Apollo were studied. Two isolation 

techniques (pestle and magnet bar), three isolation media (NLN, AB, B), five induction media (NLN, A2, 

AT3 with 90 g.L
-1

maltose, AT3 with 180 g.L
-1 

maltose, AT3 with 90 g.L
-1

 glucose) were also compared. 

The results showed that, the best isolation technique, isolation medium and induction medium were to use 

magnet-bar, B medium (medium without any nutrients) and AT3 medium containing 90 g.L
-1 

maltose 

respectively. These results provided useful information on microspore isolation and survival for further 

studies in haploid induction in Rosa. 

Keywords: Haploidy, Microspore, Rosa.  
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