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  ('Rosa hybrida,. cv 'Tanbakeda)هفت رنگ  ياتورينيرز م ييباززا

  يكيسومات يهانياز جن
  

  3ينياحمد معو  *2جواران ي، مختار جلال1يشلقيندا و

  ت مدرسيدانشگاه تربدانشكده كشاورزي  اناريدانش و ارشد يكارشناس، دانشجوي سابق 3، 2، 1
  )24/11/89: تاريخ تصويب - 20/2/89 :تاريخ دريافت(

  

  دهيچك

  

 يها نيد جنيق تولين تحقيهدف از انجام ا. است ينتياهان زين گياز مهمتر يكيرز 
ب بعد از ين ترتيبه ا. باشد يم يكيسومات يها نياه رز از جنيكامل گ ييباززا سپس و يكيسومات

مناسب آنها به  يها شه، برگيط درون شيگل رز هفت رنگ در مح يجانب يها كشت جوانه
 C25˚ يو دما يكيط تاريدر شرا ييزا كالوس يبرا انتخاب گرديدند و هيزنمونه اوليعنوان ر

، B5ط يدر مح يمار هورمونيت 16و  MSط يدر مح يمار هورمونيت 38ن ياز ب. كشت شدند
و  MSط يدر مح NAAهورمون  mg/l 5/0و  D-2,4هورمون  2و mg/l 3شامل  يها طيمح
  و  D-2,4هورمون  mg/l 5/0ط شامل ين محيمچنو ه D-2,4هورمون  mg/l 5ط شامل يمح

mg/l 5/2  هورمونNAA  وmg/l 5/0 ط ين در محينتيهورمون كB5 د يتول يها برا طين محيبهتر
هاي  در مرحله بعد كالوسسپس . داري نداشتند كه از لحاظ آماري اختلاف معني كالوس بودند

در  يمار هورمونيهشت ت أثيرتتحت  D-2,4هورمون  mg/l 2حاوي  MSتوليد شده در محيط 
ط كشت ين قرار گرفتند، كه محيد جنيجهت تول C25˚ يو دما يكيط تاريدر شرا MSط يمح

 يمناسب، برا يها نيجن. داشت ييزا نيجن يجه را براين نتي، بهترTDZهورمون  mg/l 1 يحاو
داد كه  ج نشانيمنتقل شدند و نتا يمار هورمونيبا پنج ت MSط كشت ياه به محيگ ييباززا

. را داشته است سالماه يگ ييزان باززاين مي، بالاترBAPهورمون  mg/l 2 يط كشت حاويمح
منتقل  يمار هورمونيبا سه ت MSط كشت يبه مح ييزا شهيشده جهت ر ييباززا يها نوساقه

  .مارها وجود نداشتين تين ايب يدار يشدند كه اختلاف معن
 

    Rosa hybrida,. cv)، رز رقم هفت رنگيكيوماتن سياه، جنيگ ييباززا :هاي كليديواژه

                        'Tanbakeda').  

  

  مقدمه

ران يا و ايمهم در دن ينتياهان زياز گ يكيگل رز 

 يها ن انواع گلياه از مهمترين گيا. شود يمحسوب م

 ييار بالايبس يبوده و ارزش تجار يده و گلدانيشاخه بر

تا به آنجاست  گل رز تياهم. رددا ينتياهان زين گيدر ب

د و ارزش يزان توليم لحاظده رز از يكه گل شاخه بر

گاه يجا ،دهيشاخه بر يها ن تمام گلي، در بياقتصاد

ل ين دليبه هم .نخست را به خود اختصاص داده است

اه ين گيو انتقال ژن در ا ياديزازديامروزه كشت بافت، ر

اس مطالعات بر اس. برخوردار است يا ژهيت وياز اهم

پ يروابسته به ژنوتيو غ يانجام شده دستورالعمل عموم

د كالوس و يتول يرز، برا ينتياه زيدر ارتباط با گ

ن يتاكنون گزارش نشده است، ا زا جنين يها كالوس

زنمونه ين ريبهتر زا جنين يها است كه كالوس يدرحال
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 اند شده ياه معرفيگ ييانتقال ژن و باززا يبرا

(Firoozabady et al., 1994; Rout et al., 1991; Van. 

der salm et al., 1996) .كلي درصد باززايي  به طور

ن بوده و در ييار پايبس زا جنين يها اه از كالوسيگ كامل

ذكر شده % 37ن درصد، يمختلف، بالاتر يها شيآزما

 ,.Firoozabady et al., 1994; Noriega et al)است

1991; Van der salm et al., 1996)همچنين در ، 

 ياديتنوع ز زايي كالوس يه براياول هاي نمونهزيانتخاب ر

با استفاده از  زايي كالوس يوجود دارد و به طوركل

اهان يگ هاي برگو  يا شهيش اهان درونيگ هاي برگ

 هاي ريشهساقه و  هاي گرهان يو م يا و گلخانه يا مزرعه

له يو م ها برگو گل اي شيشه درونط يد شده در شرايتول

 ;Korban, 2005)اهان، گزارش شده است يپرچم گ

Zakizadeh et al., 2008; Murali et al., 1996;. 

Kintzios et al., 1999;  Rout et al., 1991; Van der. 

salm et al., 1996) .نشان دادند كه  ها اكثر گزارش

 هاي برگد كالوس از ين در تولياستفاده از انواع اكس

به كار  ها گزارشن يبوده است، و در ا مؤثر اي شيشه درون

د يدر تول �D-2,4از هورمون  يمتنوع هاي غلظتبردن 

 Hsia et al., 1996; Zakizadeh)است اشاره شدهكالوس 

et al., 2008) .مختلف در  ياه شيج حاصل از آزماينتا

دهد كه استفاده از هورمون ين نشان ميد جنيمورد تول

BAP� ون به همراه هورمNAA� هاي كالوسد يدر تول 

 ;Firoozabady et al., 1994)بوده است مؤثر زا جنين

Rout et al., 1991) .كاره ب ها گزارش ين در برخيهمچن 

GA3ر ينظ يها بردن هورمون
در  Zeatin و D-2,4و  4

داشته  يينقش به سزا زا جنين هاي كالوسد يروند تول

 ,.Noriega et al., 1991; Van der salm et al)است

ن بار ياول يبرا ها كالوساه كامل رز از يگ ييباززا. (1996

 ييباززا). Hill, 1997(گزارش شده است  1997در سال 

ط يك محيبا استفاده از  معمولاًا كالوس ين ياه از جنيگ

 يط كشت دوميست و به محير نيپذ كشت واحد امكان

شتر يدر ب). (Zakizadeh et al., 2008از است ين

ط كشت به كار رفته يارائه شده تاكنون مح ها ارشگز

                                                                                   
1. 2,4-dichlorophenoxyacetic acid   
2. 6-benzylaminopurine 
3. 1-naphthaleneacetic acid 
4. Gibberellic Acid  

 Kunitak)بوده است  5MSه يط پاياه، محيگ ييباززا يبرا

et al., 1993; Marchant et al., 1996; Kintzios et al.,. 

1999; Kintzios et al., 2000; Dohm et al., 2001;. 

Kim et al., 2003) .ها گزارش ياريج حاصل از بسينتا 

به همراه  BAPبردن هورمون  كاره دهد كه ب ينشان م

 يب براين تركيبهتر IBA7و  IAA6ر ينظ ييها نياكس

 Marchant et al., 1996; Van)اه بوده است يگ ييباززا

der salm et al., 1996; Kintzios et al., 1999;. 

Kintzios et al.,2000; Dohm et al., 2001)  .ن يهمچن

 ييباززا يبرا ييبه تنها BAPاز هورمون  يدر پژوهش

 يدر بعض). Kim et al., 2003(اه استفاده شده است يگ

 اه استفادهيگ ييباززا يبرا GA3از هورمون  ها گزارشاز 

  ).Rout et al., 1991; Kim et al., 2003(شده است 

و  ينتياه زين گيت ايبا توجه به اهم يبه طور كل 

 هاي جنيند يد، توليبه ارقام جد يابيلزوم دست

 هاي روشزنمونه قابل استفاده در يكه تنها ر يكيسومات

اهان يگ ييو باززا) وميژه روش آگروباكتريبه و( انتقال ژن

لذا . برخوردار است اي ويژهت يخته رز است، از اهميترار

 به يبر آن شده كه دستورالعمل يق سعين تحقيدر ا

د يو سپس تول منظور توليد هر چه بهتر كالوس

از اه كامل يگ توليدو  كالوساز  يكيسومات هاي جنين

  . ارائه شود هاي سوماتيكي جنين

  

  ها روشمواد و 

  ها ضدعفوني كردن نمونه

رز هفت  يجانب هاي جوانه، زايي كالوس يبررس يبرا

 يه و ضدعفونيته ط باغ،يافته در شرايرنگ رشد 

به  ير آب جاريز ها نمونه، ابتدا يضدعفون يبرا. دنديگرد

اعت شستشو داده شدند و سپس در آب س يكمدت 

كر به مدت يش يرو ييشوع ظرفيچند قطره ما يحاو

در محلول  ها نمونهدر مرحله بعد، . قه قرار گرفتنديدق 10

قه يدق 15كلر فعال به مدت % 5با  يدكننده خانگيسف

 30به مدت  ها نمونهن مرحله، يبعد از ا. غوطه ور شدند

در  ها نمونهسپس . ه شدندقرار داد% 70ه در اتانول يثان

 15كلر فعال به مدت % 3با  يدكننده خانگيمحلول سف

                                                                                   
5. Murashige and Skoog, 1962  
6. 3-indol-3-acetic acid 
7. Indole Butiric Acid  
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مرتبه با آب  3شدند و در مرحله آخر  يقه ضد عفونيدق

 يكشقه آبيدق 5و  3و  1ب به مدت يل به ترتياستر

ط يشده، در مح يضدعفون ياهيمواد گ. انجام شدند

و  (FeEDDHA)آهن  mg/l096/0 يحاو MSكشت 

روز، در باز كشت اول  30مون كشت و پس از بدون هور

 هورمون mg/l 2 يحاو يط كشت قبليبه همان مح

BAP  وmg/l 5/0  هورمونNAA منتقل شدند   

  ).a1شكل (

  وسمرحله توليد كال

  به ها برگرشد كرده و  يها به اندازه كاف جوانه يوقت 

سه  هاي برگ، )30 تا 28در روز ( دندياندازه مناسب رس

 يبرگ هاي نمونهزير يرو. جدا شدند يا برگچه

كه  يجاد شد، به طوريا يبه صورت عرض ييها خراش

سپس . عبور كنند ياصل يانيارها از رگبرگ مين شيا

 10به قطر (كبار مصرف ي يها شيد  يدر پتر ها نمونه

شامل  B5و  MS يها ط كشتيدر مح) متر يسانت

كشت  2 و 1 يها مندرج در جدول يهورمون يمارهايت

در  زايي كالوسبا هدف  ها كشتو ) b1شكل ( دندش

 يروز نگهدار 30به مدت  C 25˚يو دما يكيط تاريشرا

  مورد  صفات   يبرا لازم   يبردار ادداشتيشدند و سپس 

  

  )B5 )mg/lزايي رز در محيط كشت  تيمارهاي هورموني محيط كالوس -1جدول 

 NAA KIN هورمون D-2,4  شماره تيمار  NAA KINهورمون D-2,4  شماره تيمار

1  5/0 - -  9 5/0  5/2  5/0  

2  1 - -  10 5/0  5/2  5/1  

3  2 - -  11 2  5/1  2  

4  3 - -  12 2  5/1  5/0  

5  4 - -  13 2  5/1  5/1  

6  5 - -  14 5/1  5/2  5/0  

7  6 - -  15 5/1  5/2  5/1  

8  5/0 5/2 2  16 5/1  5/2  2  

  

  ) MS )mg/lدر محيط كشت زايي رز  تيمارهاي هورموني كالوس -2جدول 

 NAA  KIN هورمون  D-2,4 شماره تيمار  D NAA-2,4هورمون  شماره تيمار

1  2 -  20 4  2  -  

2  4 -  21 5  5/0  -  

3  6 -  22 5  1  -  

4  8 -  23 5  2  -  

5  10 -  24 6  5/0  -  

6  5 -  25 6  1  -  

7  5/12 -  26 6  2  -  

8  15 -  27 2  -  5/0  

9  5/17 -  28 2  -  1  

10  20 -  29 2  -  2  

11  25 -  30 3  -  5/0  

12  2 5/0  31 3  -  1  

13  2 1  32 3  -  2  

14  2 2  33 4  -  5/0  

15  3 5/0  34 4  -  1  

16  3 1  35 4  -  2  

17  3 2  36 5  -  5/0  

18  4 5/0  37 5  -  1  

19  4 1  38 5  -  2  
  

  

  

  

  



 1389، 4، شماره 41دوره ايران علوم باغباني مجله             350

  

  

، اندازه كالوس، رنگ زايي كالوسدرصد : مطالعه شامل

به اين ترتيب كه  .ت كالوس انجام شديفيككالوس و 

مقدار توليد كالوس برحسب ميانگين هر تيمار محاسبه 

صفت . شده و سپس به صورت درصد در آمده است

متر با استفاده از كاغذ  اندازه كالوس بر حسب ميلي

دو صفت رنگ كالوس و . گيري شد شطرنجي اندازه

س هاي كيفي هستند بر اسا كيفيت كالوس كه صفت

بندي تعيين شده و سپس براي آناليز آماري براي  گروه

. بندي مشخصي در نظر گرفته شده است هر گروه درجه

 mg/l 2 يط كشت حاويآمده از مح به دست هاي كالوس

انتخاب شده   NAAهورمون mg/l 5/0و  D-2,4هورمون 

 يحاو( جديدط كشت يماه در همان مح 1و به مدت 

mg/l 3  2,4هورمون-D  وmg/l5/0 هورمون NAA ( در

  .بازكشت شدند  C 25˚شرايط تاريكي و دماي

  ي سوماتيكيها مرحله توليد جنين

 يكه به اندازه مناسب برا هايي كالوسدر مرحله بعد 

 يها طيده بودند، انتخاب شده و به محيرس زايي جنين

 يمار هورمونيشامل هشت ت يكيسومات زايي جنينكشت 

ط يتقل شده و در شرامن MSط كشت يمتفاوت در مح

شدند  يروز نگهدار 45به مدت   C25˚ يو دما يكيتار

  ).3جدول (

  
  زايي سوماتيكي  تيمارهاي هورموني جنين -3جدول 

  )MS )mg/lدر محيط كشت 

 GA3 BAPهورمون TDZ1  شماره تيمار

1  0  0 0 

2  5/0  0 0 

3  1  0 0 

4  2  0 0 

5  0  1 5/0 

6  0  3 5/0 

7  0  5/0 1 

8  0  5/0 3 

  

  هاي سوماتيكي مرحله باززايي جنين

د يآمده به منظور تول به دست يكيسومات هاي جنين

، )4جدول (ط كشت يمار مختلف محيت 5نوساقه به 

  .منتقل شدند

                                                                                   
1. Thidiazuron 

  زايي تيمارهاي هورموني نوساقه -4جدول 

  )MS )mg/lدر محيط كشت 

  NAA BAP هورمون  شماره تيمار

1  0  1  

2  0  2  

3  0  3  

4  2/0  1  

5  2/0  2  

  

  زاييشهمرحله ري

جهت  معمولبرگدار  يها در مرحله آخر، نوساقه

مار يبا سه ت ييزا شهيكشت ر يها طيبه مح ييزا شهير

  . منتقل شدند) 5جدول (مختلف  يهورمون

  

  زايي تيمارهاي هورموني ريشه -5جدول 

  )MS )mg/l در محيط كشت 

  NAA IAA هورمون  شماره تيمار

1  1  1/0  

2  2  1/0  

3  3  1/0  

  

  اي گاري با شرايط برون شيشهمرحله ساز

ت يبه پرلا سالم يها اهچهي، گييزا شهيبعد از ر

با  يهفته سازگار دول منتقل شدند و بعد از ياستر

مناسب در گلخانه  يها ، به گلدانياشهيش رونبط يشرا

ساعت  هشتو ) C24˚ يدما( ييساعت روشنا 16با 

  . فتندايانتقال ) C 18˚ يدما( يكيتار

  ريآناليز آما

نمونه برگي در هر  ششزايي  در آزمايش كالوس

هايي كه توليد كالوس كردند  پتري قرار گرفت كه نمونه

در . شمارش و به صورت درصد مشخص شدند

نمونه  چهارهاي سوماتيكي  هاي توليد جنين آزمايش

هاي حاصل  كالوس در هر پتري قرار داده شد كه جنين

روميكروسكوپ مشخص و شمارش با استفاده از است

در مرحله . شدند و نتايج به صورت درصد محاسبه شدند

دار روي محيط قرار  نمونه جنين چهارزايي  نوساقه

شده  هايي كه ساقه در آنها توليد نمونهدرصد گرفتند و 

. مشخص شدند معمولو غير معمولهاي  به تفكيك ساقه

روي  مولمعهاي توليد شده  زايي ساقه در مرحله ريشه

دار  هاي ريشه زايي قرار گرفتند و گياهچه محيط ريشه
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در تمام  .شمارش و به صورت درصد محاسبه شدند

مراحل هر پتري به عنوان يك تكرار در نظر گرفته شد و 

پتري از هر تيمار در آناليزهاي آماري مورد محاسبه  4

 يريگ حاصل از اندازه يها ه دادهيتجز. قرار داده شدند

 افزار نرمبا استفاده از  يده ر مرحله كالوسصفات د

SPSS13 ها ازآزمون  نيانگيسه ميمقا يبرا. انجام شد

از دو  يفيك يها ه دادهيتجز يبرا. دانكن استفاده شد

 Kurskal-wallisو  Mann-withny يروش ناپارامتر

ن ييتع يبرا Mann-withnyاستفاده شد كه از روش 

به صورت  يفيات كمارها در صفين تيوجود اختلاف ب

  و از روش ) مارها با هميسه همه تيمقا( يكل

Kurskal-wallis يمارها برايت يسه دو به دويمقا يبرا 

انس يه واريتجز. مارها استفاده شدين گروه تييتع

با استفاده از  زايي جنين يريگ حاصل از اندازه يها داده

ز ها ا نيانگيسه ميمقا يبرا. انجام شد SPSS16 افزار نرم

 .  آزمون دانكن استفاده شد

  

  MSو اندازه كالوس در محيط كشت  دهي كالوستجزيه واريانس صفات درصد  -6جدول 

  اترمنابع تغيي
  ها اندازه كالوس زاييدرصد كالوس

  ميانگين مربعات  درجه آزادي ميانگين مربعات درجه آزادي

  395/3**  37 191/8** 37  تركيب تيماري

  873/1  211 080/6 208  اشتباه

 درصد 1داري در سطح احتمال  معني **      

  

  B5ها در محيط كشت  و اندازه كالوس دهي كالوستجزيه واريانس صفات درصد  -7جدول 

  اترمنابع تغيي
  ها اندازه كالوس زاييدرصد كالوس

  ميانگين مربعات  درجه آزادي ميانگين مربعات درجه آزادي

359/3** 15  تركيب تيماري
  

15  **903/10  

  592/2  82 267/1 84  اشتباه

  درصد 1داري در سطح احتمال  معني **          

  

  يجنتا

انس در مرحله يه واريج حاصل از تجزيبا توجه به نتا

 يهورمون يمارهاين تيمشخص شد كه ب زايي كالوس

و اندازه  دهي كالوساعمال شده در دو صفت درصد 

% 1سطح  در B5و  MSط كشت يكالوس در هر دو مح

بر ). 7و  6 هايجدول( وجود داشت دار معنياختلاف 

 يهورمون يمارهايها، ت نيانگيسه مياساس جداول مقا

  هورمون 2و mg/l 3 يب حاويكه به ترت( 15و 12

2,4-D  وmg/l 5/0 هورمون NAA (ط يدر محMS و 

 محيط اول بيكه به ترت( 9و  6 يهورمون يمارهايت

  محيط دوم حاوي و  D-2,4هورمون mg/l 5 يحاو

mg/l 5/0  2,4هورمون-D  وmg/l 5/2  هورمونNAA  و

mg/l 5/0 ط يدر مح) نينتيهورمون كB5  به عنوان

و اندازه  يده صفات درصد كالوس يها برا طين محيبرتر

 ،8 هايجدول(ن شدند ييتع متر بر حسب ميلي كالوس

  ).11 و 10 ،9

 MSط كشت ي، در محيفيك يهاه دادهيبر اساس تجز

 mg/l5/0 و D-2,4هورمون  mg/l2 يحاو( 12مار يت

 9 يمار هورمونيت B5ط يو در مح) NAAهورمون 

هورمون  mg/l5/2و  D-2,4هورمون  mg/l5/0 يحاو(

NAA  وmg/l5/0 دو صفت رنگ  يبرا) نينتيهورمون ك

. شدند يمارها معرفين تيت كالوس برتريفيكالوس و ك

برتر  يمارهايتمارها با ير تيسه ساين در مقايهمچن

 17و  16و  15و  14و  13و  4 يمارهاي، تMSط يدرمح

از لحاظ  12مار يسه با تيدر مقا 26و  25و  19و  18و 

ن ينداشتند و با ا دار معنيد رنگ كالوس اختلاف يتول

و  7 يمارهاين تيهمچن. ك گروه قرار گرفتنديمار در يت

ز در ين 37و  32و  19و  18و  17و  16و  15و  13

ت كالوس اختلاف يفيد كياز نظر تول 12مار يسه با تيقام

در . ك گروه قرار گرفتندينداشتند و در  داري معني

 9مار برتر يسه با تيدر مقا 5و  4 يمارهايت B5ط يمح

د رنگ در ينداشتند و از لحاظ تول داري معنياختلاف 

د يمارها از لحاظ تولين تمام تيك گروه قرار گرفتند و بي

  .وجود نداشت داري معنيوس اختلاف ت كاليفيك
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  زايي  مقايسه ميانگين صفت درصد كالوس -8جدول 

 B5در محيط كشت 
شماره

 تيمار

  ميانگين 

  توليد كالوس

 شماره

 تيمار

 ميانگين

 توليد كالوس

1 
bc

 22/2 9 
a

4 

2 
abc

 66/2 10 
c

66/1 

3 
ab

 5/3  11 
abc

66/2 

4 
abc

 3 12 
abc

6/2 

5 
c

 83/1  13 
bc

2 

6 
a

8/3  14 
bc

2/2 

7 
c

 71/1  15 
bc

16/2 

8 
abc

5/2  16 
c

8/1 

  

  زايي  مقايسه ميانگين صفت درصد كالوس -9جدول 

 MSدر محيط كشت 
شماره

 تيمار

  ميانگين 

  توليد كالوس

 شماره

 تيمار

 ميانگين

 توليد كالوس

1 
a-d

 732/0  20 
c-i

5833/0 

2 
e-k

50/0  21 
j-m

3056/0 

3 
h-m

 3810/0  22 
c-i

5952/0 

4 
k-m

2667/0  23 
h-l

4048/0 

5 
m

 1672/0 24 
e-k

50/0 

6 
a-e

 7222/0 25 
h-l

40/0 

7 
d-j

 5556/0  26 
i-m

3333/0 

8 
k-m

 2857/0  27 
g-l

4444/0 

9 
h-l

 4048/0  28 
h-l

4167/0 

10 
lm

 2500/0 29 
f-l

4762/0 

11 
i-m

 3333/0  30 
k-m

2667/0 

12 
a

 9167/0 31 
h-l

4167/0 

13 
c-i

 6167/0 32 
k-m

2778/0 

14 
a-c

 7917/0  33 
d-j

5448/0 

15 
ab

 8958/0 34 
h-l

4167/0 

16 
c-h

 6190/0  35 
i-m

3333/0 

17 
c-g

 6667/0  36 
g-l

4444/0 

18 
b-f

 6905/0 37 
d-k

5228/0 

19 
e-k

50/0  38 
h-l

4048/0 

  
  مقايسه ميانگين صفت اندازه كالوس  -10جدول 

 B5در محيط كشت 

 اندازه كالوس  شماره تيمار
(mm) 

اندازه كالوس  شماره تيمار
(mm) 

1 c 57/2 9 a56/6 

2 c 20/3  10 c04/3 

3 c 09/3  11 c53/2 

4 c 99/2  12 c37/2 

5 bc 63/3  13 bc89/3 

6 ab6/5  14 c99/1 

7 bc 4  15 c51/2 

8 bc99/3  16 bc36/3 

  مقايسه ميانگين صفت اندازه كالوس  -11جدول 

 MSدر محيط 

  شماره تيمار
ميانگين اندازه 

  (mm) كالوس
  شماره تيمار

ميانگين اندازه 

  (mm) كالوس

1 c-e 46/2  20  b-e 12/3  

2 c-e 20/2  21  b-e 2/3  

3 c-e 32/2  22  a-e 4/3  

4 e 85/1  23  c-e 97/2 

5 de 2 24  c-e 767/2 

6 a-e 51/3  25  c-e782/2 

7 c-e 42/2 26  c-e 15/2  

8 c-e 34/2  27  a-d 84/3  

9 c-e152/2  28  c-e 55/2  

10 b-e 08/3  29  c-e41/2 

11 c-e 83/2  30  a-c 93/3  

12 ab 86/4 31  b-e 13/3 

13 c-e 022/3 32  c-e 86/2 

14 c-e 763/2  33  c-e 90/2 

15 a 98/4 34  c-e68/2 

16 c-e 785/2  35  c-e 49/2  

17 a-c97/3  36  a-e 63/3  

18 c-e 67/2 37  c-e 92/2  

19 c-e024/3  38  b-e 07/3 

  

در ماه اول كم و به  ها كالوسرشد  يبه طور كل

كه بعد از  ي، به نحو)c1شكل (صورت پراكنده بود 

ده يرات لازم در آنها دييتغ زايي جنينط يانتقال به مح

مدت  يبرا ها كالوس اشاره شد قبلاً لذا همانطور كه. نشد

شتر يد با مقدار بيط كشت جديگر به محيك ماه دي

سپس با انتقال . دندن منتقل شيهورمون اكس

ط كشت يبه مح) d1شكل ( با اندازه مناسب هايي كالوس

بود،  TDZهورمون  ين و حاويكه فاقد اكس زايي جنين

تر  ها فشرده ن سلوليتر شده و همچن رهيت ها كالوسرنگ 

ط يدر مح ها كالوسبعد از سه هفته از قرار دادن . شدند

براق  ن با سطحيش جنيپ ي، ساختارهازايي جنينكشت 

بعد از  يطور كله ب). e1 شكل(ل شدند يتشك يو كرو

ط كشت يبه مح ها كالوسروز از انتقال  45گذشت 

ل ين تبديبه جن ينيجنشيپ ي، ساختارهازايي جنين

ص بود يقابل تشخ كاملاً ها جنينشدند كه رشد و نمو 

  ).f1شكل (

انس مشخص يه واريج حاصل از تجزيبا توجه به نتا 

د ياز نظر تول يمختلف هورمون يارهامين تيشد كه ب
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ن يهمچن). 12جدول( وجود دارد دار معنين اختلاف يجن

ن يد جنين توليانگيسه ميج حاصل از مقايبا توجه به نتا

 3T ماريمشخص شد كه ت) 13جدول (مار يدر هر ت

د يزان تولين ميبالاتر) TDZهورمون  mg/l1 يحاو(

  .ن را داشته استيجن
  

  زايي  ريانس صفت جنينتجزيه وا -12جدول 

 هاي رز در كالوس

  منابع تغييرات
 صفت توليد جنين

 ميانگين مربعات درجه آزادي

 27** 7  تيمار

 32 32  اشتباه

  درصد 1داري در سطح احتمال  معني **

 
  زايي  مقايسه ميانگين صفت جنين -13جدول 

 هاي رز در كالوس
 زايي در تيمارميانگين جنين  تيمار محيط كشت

1T bc2/0 

2T abc2/1 

3T a4/2 

4T ab8/1 

5T bc6/0 

6T abc4/1 

7T c0 

8T c0 

  

 ييباززا يهاطيبه مح ها جنينج حاصل از انتقال ينتا

ط يمنتقل شده به مح هاي نمونهاه نشان داد كه، اكثر يگ

). i1شكل (رشد كردند  معمولريبه صورت غ ييباززا

ط يد از انتقال به محبع ها جنيناز  ين برخيهمچن

شدن از خود نشان  يا شهياز ش ييها اه حالتيگ ييباززا

منتقل شده در  هاي نمونهاز  ياما برخ). h1شكل (دادند 

 معمولبه صورت  BAPهورمون  mg/l2 يط حاويمح

ماه، برگ و  1كه بعد از گذشت  يرشد كردند به نحو

ه ب). j1 شكل( ص بودنديقابل تشخ ساقه در آنها كاملاً

سات يمقا ها نمونهاز  يارينبودن بس معمولل يدل

دكننده يمار توليمارها انجام نشد و فقط تين تين بيانگيم

 mg/l2 يحاو( 3ط كشت يمار محيكه ت معمولاهان يگ

 معمول يها اهچهيگ. بود مشخص شد) BAPهورمون 

منتقل شده  ييزا شهيط كشت ريد شده كه به محيتول

د يشه تولي، رييزا شهير يارهاميبا در تمام تيبودند، تقر

 يمارهاين تيب داري معنيو اختلاف ) k1 شكل(كردند 

 يها اهچهيشه، گيد ريبعد از تول. وجود نداشت ييزا شهير

 2و بعد از ) l1 شكل(ت منتقل شدند يبه پرلا معمول

 يها به گلدان يا شهيط برون شيبا شرا يهفته سازگار

) C24˚ يدما( ييساعت روشنا 16مناسب در گلخانه با 

  .افتنديانتقال ) C18˚ يدما( يكيساعت تار 8و 

  

  ثبح

 ،است ينتياهان زين گياز مهمتر يكامروزه ياه رز يگ

ن يدر ارتباط با اصلاح ا ياديقات زيل تحقين دليبه هم

اما به . رديگ يد آن صورت ميجد يها د رقمياه و توليگ

اه امكان ين گيمختلف در ا يديل وجود سطوح پلوئيدل

 يهمانند تلاق يك اصلاحيكلاس هاي روشاستفاده از 

ن ياز بهتر يكيرسد كه  يلذا به نظر م. محدود خواهد شد

 يآور د استفاده از فنيد ارقام جديدر تول ها روش

ن يق انتقال ژن باشد و چون ايك از طريژنت يمهندس

از ملاحظات در  ياريندارد بس ياه مصرف خوراكيگ

 اط با اين گياه وجود نخواهدزمينه انتقال ژن در ارتب

اه، ين گيبودن ا يا لپه ل دوين به دليهمچن. داشت

ار يقات انتقال ژن بسيوم در تحقياستفاده از آگروباكتر

از  يور بهره يل در راستاين دليبه هم. ع استيشا

زنمونه ياز به ريوم نيانتقال ژن با آگروباكتر هاي روش

از . شود يمطرح م حيتلق يمناسب، برا يها يژگيه با وياول

و  ييباززا يي، توانايمورد بررس يها يژگيان تمام ويم

 اي ويژهت يه از اهميزنمونه اولياه كامل از ريد گيتول

ح، امكان يكه بعد از مراحل تلق يبه نحو. برخوردار است

در ارتباط با . خته وجود داشته باشدياه تراريگ ييباززا

 ييباط با باززادر ارت يرز، تاكنون گزارش ينتياه زيگ

گر يها، ساقه، كالوس و د اهچه از برگ، لپهيم گيمستق

زنمونه ين ريارائه نشده است و مهمتر گياه يها قسمت

 يمعرف يكيسومات هاي جنيناه، يكامل گ ييباززا يبرا

 يت روين موفقياز ا يتاكنون گزارش يول. شده است

  .رقم هفت رنگ گزارش نشده است ياتورينياه رز ميگ

مناسب،  هاي كالوسد يق به منظور تولين تحقيدر ا

به كار گرفته شد،  D-2,4از هورمون  يمختلف هاي غلظت

مختلف بر  يهاپيژنوت تأثيراز  توان مينكه نيبا توجه به ا

اين تحقيق نشان داد صرف نظر كرد؛  زايي كالوسزان يم

به  mg/l10(ن هورمون ياد ايز هاي غلظتاستفاده از كه 

ده يفا يب ياتورينيرقم رز ماين د كالوس در يدر تول) بالا
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دهد بالا  يشان من ها گزارشاست كه  ين در حاليا. است

 زايي كالوسن هورمون در رابطه با يرفتن غلظت ا

د يتول% 100بوده و تا  مؤثر ياتورينياز ارقام رز م ياريبس

 ,.Zakizadeh et al) كالوس را به همراه داشته است

د كالوس در يه به منظور تولياول هاي نمونهزير. (2008

 2بعد از  D-2,4اد هورمون يمقدار ز يحاو يها طيمح

تر  نيپائ هاي غلظتاما . ن رفتندياه شده و از بيهفته س

 يد كردند كه برايتول يمناسب هاي كالوسن هورمون، يا

د يدر تائ. كار گرفته شدنده ق بين تحقيا يمراحل بعد

ز، يگر نيد يها رشگزاق، ين تحقيج حاصل از اينتا

 ها كالوسد يرا در تول D-2,4ش مقدار هورمون يافزا

 Van der salm et al., 1996; Li et) جه دانستندينت يب

al., 2002) .ن از انواع يپائ هاي غلظتكار بردن ه ب

به ) IBA, IAA, NAA, 2,4-D( نياكس يها هورمون

 نن به طور موفقيتوكيس يها ا همراه با هورموني ييتنها

رز گزارش  يها پياز ژنوت ياريد كالوس در بسيدر تول

 ;Derks et al., 1995; Arene et al., 1993)شده است 

Rout et al.,1991; Noriega et al., 1991; Van der. 

salm et al., 1996; Murali et al., 1996; Hsia et al.,. 

1996; Dohm et al., 2001; Kintzios et al., 1999) .

 هاي غلظتبردن  به كار ها گزارش يدر برخ نيهمچن

 مؤثرمناسب،  هاي كالوسد ين هورمون در تولياز ا ييبالا

). Zakizadeh et al., 2008; Li et al., 2002(بوده است 

ن يبردن همزمان دو هورمون اكسبه كارق حاضر ياما تحق

. مناسب دانست زايي كالوس يدر غلظت كم را برا

ن داد بالا رفتن غلظت ج حاصل نشاين نتايهمچن

د شده بر يعلاوه بر مقدار كالوس تول ،D-2,4هورمون 

داشته و منجر به  يهم اثر منف ها كالوست و رنگ يفيك

كالوس  يها در سلول يشدن و كاهش فشردگ يا شهيش

 يا از كرم رنگ به قهوه ها كالوسن رنگ يشد و همچن

 در زايي جنينچ گونه يل شد كه در مراحل بعد هيمتما

ذكر شد در  قبلاًهمانطور كه . مشاهده نشد ها كالوسن يا

، ها كالوساز  يكيسومات هاي جنيند يروند تول

 )فشرده و كرم رنگ با اندازه مناسب( مناسب هاي كالوس

 BAPا يو  TDZهورمون  يد حاويط كشت جديبه مح

منتقل شدند، كه استفاده از غلظت  GA3به همراه 

mg/l1  هورمونTDZ د يج را در توليتان نيبهتر

است كه  ين در حاليا. داشت يدر پ زا جنين هاي كالوس

Zakizadeh et al. (2008)  بالا  هاي غلظتاستفاده از

 هاي كالوسد يرا در تول) TDZ )mg/l10-5هورمون 

ج ينتا. (Zakizadeh et al., 2008) دانستند مؤثر زا جنين

 TDZ دهد كه استفاده از هورمون يقات نشان مين تحقيا

 زايي جنيندر  يشتريب تأثيرها  گر هورمونينسبت به د

اه رز داشته است كه ممكن است به خاطر يگ يكيسومات

ها  ر هورمونينسبت به سا TDZشتر هورمون يب يداريپا

 .Mok et al., 2000.( Li et al(باشد ياهيگ يها در بافت

از هورمون  يمتنوع هاي غلظتبردن  به كاربا  (2002)

TDZ )mg/l10-5/0 (زايي جنينرا در  يج خوبينتا 

كه  يبرخلاف گزارش. آوردند به دستاه رز يگ يكيسومات

در  ها كالوس يادعا كرد بازكشت متوال 1996در سال 

د ين منجر به تولياكس يه حاويط كشت اوليهمان مح

 ,.Marchant et al) خواهد شد يكيسومات هاي جنين

1996)، Zakizadeh et al. (2008) يان دادند كه باقنش 

 يها كشته و بازيط اوليدر همان مح ها كالوسماندن 

نداشته و  يكيسومات هاي جنيند يدر تول تأثيري يمتوال

ن رفتن يجه از بيشدن و در نت ياتنها منجر به قهوه

در  ها كالوسشده است و تنها با قرار گرفتن  ها كالوس

به وجود  يكيسومات هاي جنيننن دار يتوكيط سيمح

به نظر  يبه طور كل). Zakizadeh et al., 2008( آمدند

به صورت  ها جنينش يل پيرسد كه شروع تشك يم

ها  نياكس يه حاوياول يها طيرقابل مشاهده از محيغ

 يكشت حاو يها طيبه مح ها كالوسن يبوده و با انتقال ا

ل شدند و ين تبديبه جن ها جنينش ينن، پيتوكيس

كه با  يمشاهده شدند، به طور قابل رات آنها كاملاًييتغ

 ييبالا هاي غلظت يط كشت حاويبه مح ها كالوسانتقال 

، GA3ا همراه با هورمون يو  ييبه تنها TDZاز هورمون 

  افتيش يافزا يكيسومات هاي جنيند يزان توليم

(Hsia et al., 1996; Li et al., 2002) .ن استفاده يهمچن

ورمون كم ه هاي غلظت يكشت حاو يها طياز مح

TDZشد  يكيسومات هاي جنيند يز منجر به تولي، ن

)Visessuwan et al., 1997 .(سه نوع از  يبه طور كل

  :اند رز مشاهده شده هاي نمونهدر  زا جنين هاي كالوس

 هاي كالوس) 2 ،رنگ كاملا فشرده زرد هاي كالوس )1

ترد و شكننده  هاي كالوس) 3 ،رنگ ترد و شكننده زرد

 يها كشترسد در اثر باز يبه نظر مكه (د رنگ يسف

ج ينتا). آمدند به دستنوع اول  هاي كالوس يمتوال
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ترد و  هاي كالوسنشان دادند كه  ها گزارشاز  ياريبس

رشد  معمولر يبه صورت غ يشكننده در مراحل بعد

 به همين علت .)Zakizadeh et al., 2008(خواهند كرد 

ش حذف شده يزمان مرحله از آيدر ا ها كالوسن نوع از يا

نشان  يج گزارشينتا. ، منتقل نشدنديو به مراحل بعد

زان آب بالا در مراحل يبا م هايي كالوسداده بود كه 

جاد خواهند كرد يا معمولريغ يها ساقه يبعد

(Visessuwan et al., 1997)ها كالوسن گونه ي، كه ا 

از انواع  ييبردن غلظت بالا به كاردر اثر  معمولاً

ن يهمچن). Jimenez, 2005(آمدند  به دست ها هورمون

 يدر تمام معمولريرسد كه رشد غ يبه نظر م

ناپذير بوده  اجتناب باًيرز گزارش شده و تقر يها پيژنوت

 ها گزارشاز  ياريبس در). Dohm et al., 1997(است 

 يرا برا يكيسومات هاي جنينن يارائه شده تاكنون محقق

منتقل  ABAرمون هو يط حاويك مرحله بلوغ به محي

در بلوغ  ABAرسد حضور هورمون  يكردند كه به نظر م

است، اما  مؤثرآنها با استرس  يو سازگار ها جنين

رات يين تغيا ييايميوشيو ب يمولكول يها سميمكان

 ,.Noriega et al)اند تاكنون به طور كامل شناخته نشده

1991; Marchant et al., 1996; Murali et al., 1996;. 

Li et al; 2002) .بعد از  ها كالوسق ين تحقياما در ا

 ييط باززايبه مح ماًيمستق يكيسومات هاي جنيند يتول

به طور . د كنندياه كامل تولينوساقه منتقل شدند تا گ

 معمولريو غ معمولن مرحله دو نوع ساقه يدر ا يكل

بعد از انتقال  Zakizadeh et al. (2008). شد مشاهده

 NAA يط كشت حاويبه مح يكيتسوما هاي جنين

mg/l2/0  وBAP mg/l4  يها ساقه% 70توانستند تا 

 يها ساقه% 12 يگريدر گزارش د. نديد نمايتول معمول

 يحاو MSط يبا استفاده از مح R . hybridaدر  معمول

BAP 5/0  وGA3 1/0 آمد  به دست(Rout et al., 

بردن  به كار ياديز يها گزارشن يهمچن. (1991

 ;Marchant et al., 1995) را نشان دادند BAPون هورم

Kintozios et al., 1999; Visessuwan et al., 1997) . به

اهان ياز گ ياريدر بس BAPحضور هورمون  يطور كل

، رشد سطح يجانب هاي جوانه، رشد يم سلوليتقس يبرا

 Mok et)دانسته شده است  مؤثر... بذر و  يزن برگ، جوانه

al., 2000) .ز هورمون يق نين تحقيا درBAP  نقش

ن نكته يالبته ا. ها داشت اه و ساقهيدر رشد گ ياساس

رشد  يبرا يجاد تعادل هورمونيت است كه ايحائز اهم

رسد  ين به نظر ميهمچن. از استيها مورد ن ساقه معمول

باعث  BAPهورمون  يبالا هاي غلظتكه استفاده از 

 يكيسومات ايه جنينو نمو در  يزن كاهش سرعت جوانه

ن يج حاصل از اينتا). Marchant et al., 1996( شده است

در  BAPهورمون  mg/l2ق نشان داد كه استفاده از يتحق

ن با توجه به يبنابرا. بود مؤثرار يبس ها جنين يده ساقه

ارائه شده تاكنون به  يها گزارشآمده و  به دستج ينتا

 يزن جوانه يبرا BAPرسد حضور هورمون  ينظر م

 يضرور يكيسومات هاي جنينها در  و رشد ساقه ها جنين

از  ياريدر بس GA3ن نقش هورمون يهمچن. است

با غلبه  يزن كننده جوانه به عنوان شروع ياهيگ يها گونه

ن گفته شده كه يبر خواب بذر عنوان شده است، همچن

، در )Davies, 1995( ها دارد در رشد ساقه ياثر مثبت

 ستنديخواب ن يدارا يكيوماتس هاي جنينكه  يحال

(Dodeman et al., 1997; Feher et al., 2003) .ن يبنابرا

 هاي جنيندر  زايي جنين يبرا GA3حضور هورمون 

به  يستند ضروريمرحله خواب ن يكه دارا يكيسومات

 ها گزارشاز  يارياما همانطور كه بس. رسد ينظر نم

ند، د دانستين مرحله مفين هورمون را در ايحضور ا

 Zakizadeh) ها اثرگذار باشد ممكن است در رشد ساقه

et al., 2008) .ي كه تا كنونيها گزارش يتمام باًيتقر 

 ييزا شهيدهند كه در مرحله ر يارائه شده نشان م

را در بر  يج خوبيها نتا نيها حضور انواع اكس اهچهيگ

ج حاصل ينتا. (Zakizadeh et al., 2008) خواهد داشت

ين اكس يها ز نشان داد حضور هورمونيق نين تحقياز ا

  .بود مؤثرزايي بسيار  در ريشه

به طور كلي نتايج حاصل از اين تحقيق دستورالعمل 

هاي سوماتيكي از  مناسب در جهت توليد جنين

هاي اين رقم رز مينياتوري و در ادامه باززايي  كالوس

هاي سوماتيكي است كه از اين  از جنين معمولگياهان 

توان در ديگر كارهاي اصلاحي، به  العمل ميدستور

از جمله  .هاي مهندسي ژنتيك بهره برد خصوص روش

هاي مهندسي ژنتيك انتقال ژن است، كه  مهمترين روش

هاي سوماتيكي ريزنمونه اصلي براي تلقيح با  جنين

. اگروباكتريوم و همچنين تفنگ ژني معرفي شدند

سوماتيكي  هاي همچنين باززايي گياه كامل از جنين

  .ترين مرحله در توليد گياهان تراريخته خواهد بوداصلي
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 c)    b)    a) 
  

 f)    e)    d) 
  

 i)       h)     g) 
  

 l)   k)     j) 
 ،ها در ماه اول رشد كالوس: c ،زايي شت كالوسها در محيط ك قرار گرفتن برگ: b ،اي شيشه ها در شرايط درون رشد جوانه: a -1شكل 

d :ها در ماه دوم رشد كالوس، e :ًكروي با سطوح براق تشكيل ساختارهاي پيش جنيني كاملا، f :ها و تشكيل  رشد پيش جنين

: j ،معمولغيررشد گياهچه به صورت : i ،ها در محيط كشت باززايي اي شدن جنينشيشه: h ،ها باززايي جنين: g ،ساختارهاي جنيني

  .هاي كامل به گلدانانتقال گياهچه: l ،هاي رشد كردهتوليد ريشه در گياهچه:  k معمولها به صورت رشد گياهچه
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