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 چکیده

رقم رز بررسی شد. در آزمایش نخست تأثیر  پانزدهجداشده در  (Microspore culture) کشت میکروسپورهای نظامدر این پژوهش 
 ،’Apollo‘آمده نشان داد که میکروسپورهای  دست ای میکروسپورها بررسی شد. نتایج به یاخته های مانی و تقسیمهای رز بر زنده رقم

‘Amarosa’ ،‘Majic’ ،‘Candy’ ،‘Exotic’  و‘Velvet’ ای را انجام دادند. در  های یاخته بیشترین تقسیم یبررس های مورد در میان رقم
اسید لاکتوالبومین با منابع قندی متفاوت )مالتوز، گلوکز و ساکارز( با یا بدون آمینو AT3و  TMGهای کشت آزمایش دوم تأثیر محیط

 ای یاختهمانی و تشکیل ساختارهای چند. بالاترین میزان زندهشدزایی میکروسپورهای رز آزمایش هیدرولیزات بر القای جنین
 های دماییولیزات به دست آمد. در آزمایش سوم اثر تنشحاوی قند گلوکز و لاکتوالبومین هیدر AT3میکروسپورها در محیط کشت 

(°C22 ،°C4  روز و  چهاردهبه مدت°C32 بر زنده هفت به مدت )ای میکروسپورها بررسی شد. اگرچه  های یاخته مانی و تقسیمروز
ای خود را در  های یاخته میکروسپورها بیشترین تقسیمولی  دست آمد،به C22°مانی میکروسپورها در دمای بالاترین درصد زنده

، Amarosaدر رقم  شد. آزمایشدر میکروسپورها  تیمارهای تنشی نشان دادند. در آزمایش چهارم تأثیر تنش گرسنگی بر القای جنین
میکروسپورهای رز است که  ن گزارش القای جنین درنخستیباعث القای جنین شد. این  C4°تیمار گرسنگی به مدت سه روز در دمای 

 مشاهده نشد. آمده‌دست‌بههای ایی جنینبازز
 

 .محیط کشت ،ای گرسنگی یاخته ،تنش، ساختارهای چند های کلیدی:واژه
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ABSTRACT 
In this research, the isolated microspore culture system in 15 rose cultivars was tested. In the first experiment, the 
effect of rose cultivars on microspore viability and multicellular formation was examined. Results showed that the 
most multicellular structures obtained in ‘Apollo’, ‘Amarosa’, ‘Majic’, ‘Candy’, ‘Exotic’ and ‘Velvet’ varieties. In 
the second experiment, the effect of various induction media i. e. TMG and AT3 with different carbohydrate sources 
(maltose, glucose and sucrose) with or without lactalbumin hydrolysate on microspore embryogenesis was tested. 
The highest percent of microspore viability and multicellular formed in AT3 medium contained glucose and 
lactalbumin hydrolysate. In the third experiment, the effect of temperature stresses (25 °C, 4 °C for 14 days and 30 °C 
for 7 days) on microspore viability and multicellular formation was tested. The most microspore viability obtained at 
25 °C treatment, but the highest microspore multicellular formed in stress treatments. In the fourth experiment, the 
effect of sugar starvation on microspore embryogenesis was assessed. Starvation treatment in ‘Amarosa’ for 3 days at 
4 °C caused to microspore embryogenesis. This is the first report of microspore embryogenesis in rose, however, 
embryos could not regenerate.    
 
Keyworlds: induction media, multi-cellular structures, stress, starvation. 
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 مقدمه

که به تیغ  اند (، گیاهان زینتی جذابی.Rosa spرزها )

هستند.  ترین محصولات گلکاریاند، از مهممسلح شده

سال در زمان تمدن چین باستان،  1555رزها طی 

( کشت و Gudin, 2000آسیای شرقی و شمال آفریقا )

ها را  اند، که این امر ایجاد تنوع در آنهشدکار 

اصلاحی رز  یها کرده است. برنامه پذیر و آسان امکان

اند تا ارزش های متفاوتی متمرکز شدهبر بهبود ویژگی

و کیفیت  ریختنگ، اندازه، زینتی آن شامل ر

های گیاه به محیط پیرامون ها و واکنش نگهداری گل

های شرح داده شده با را افزایش دهند. اگرچه ویژگی

اصلاح سنتی به گیاه وارد شده بودند، در این روش 

ژنی محدود، تفاوت در  ةاز جمله ذخیر هایی یتمحدود

 (کژنیپلی) چندژنی والدین و (یدییپلو) گانی سطح

مانند رشد یکنواخت و گلدهی  هایی یژگیبودن و

 یسو همزمان، وجود داشت که بهنژادگران را به

غلب وحشی هستند، سوق ای که های استفاده از رقم

های مهم رز،  در رقم (یدییتتراپلو) چهارگانی داد.

از  ویژهها به تجزیۀ ژنتیکی و انتقال ژن را به آن

کرده است  ردشوا (یدیدیپلودوگان )های  گونه

(Meynet et al., 1996هنگام .)ای گونه ینتلاقی ب که ی 

ن بر آن شدند تا نسبت ا، محققآمیز نشد موفقیتدر رز 

( از گیاه Haploid)لاد  نیمگان یا تکگیاه  ایجادبه 

که  آمده دست به نیمگاناز  آنگاهند و کنچهارگان اقدام 

های وحشی دوگان  هستند در تلاقی با رقم دو نیمگان

های  های دوگان به رقماستفاده کنند و از گونه

(. Meynet et al., 1996چهارگان ژن را انتقال دهند )

اصلاحی برای ایجاد  ةاین روش موجب کم کردن دور

در گیاهان  (هموزیگوت) خالص های(لاینرگه )

قی در عنوان والدین تلا دگرگشن )مانند رز( که به

د. همچنین، شوشوند، میهای بعدی استفاده میبرنامه

 خودچندگانتوان با کاهش سطح گانی در یک گیاه می

(Autotetraploidتأث ،)سطوح مختلف گانی را بر  یر

و  (رفولوژیکیوم) شناختی های ریخت ویژگی

 ,.Meynet et alفیزیولوژیکی رزها بررسی کرد )

1996.) 

های تولید گیاهان نیمگان کشت یکی از روش

میکروسپورهای جدا شده است. در این روش امکان 

تولید شمار زیادی گیاه نیمگان وجود دارد. تولید 

های خالص از میکروسپورهای جداشده،  سریع رگه

های اصلاحی ترین ویژگی این روش در برنامهمهم

است. همچنین با توجه به فراوانی بالای تولید گیاه از 

انتقال ژن، کشت  آسان بودنشت میکروسپور و نیز ک

میکروسپور، کارآمدترین و بهترین اندام هدف در 

(. Touraev et al., 2001رود )انتقال ژن به شمار می

طور طبیعی  نمو میکروسپور در گیاه به ۀاگرچه نتیج

گرده و انجام باروری است اما  ۀتمایز آن به دان

ده در شرایط درون ش میکروسپورهای ایزوله و کشت

 نکردن ، در صورت اعمالسوتوانند، از یکای میشیشه

تنش و کشت در یک محیط غنی از نظر مواد غذایی به 

 سویگرده رسیده و بارور تمایز پیدا کنند و از  ۀدان

تقسیم شده و به  درپی پیطور  دیگر، با اعمال تنش به

ما، (. سرShariatpanahi et al., 2006جنین نمو یابند )

 یها سین از جمله تنشگرما، گرسنگی کربنی و کلشی

 زایی میکروسپور هستند. پرمصرف برای القای جنین

Guha & Maheshwari (1964) برای نخستین بار 

را گزارش  Datura innoxiaگرده در  ۀزایی دان‌جنین

گیاهان  یها کردند. کشت بساک در بسیاری از گونه

 ,.Lilium longiflorum (Sharp et al زینتی مانند

1972،) Pelargonium hortorum (Abo El-Nil & 

Hildebrandt, 1973،) Saintpaulia ionantha 

(Weatherhead et al., 1982) و Tradescantia 

bracteata (Sunderland, 1977)  منجر به تولید

گیاهان نیمگان شده است، اما در اغلب موارد شمار 

ها پاسخ  اگرچه بسیاری از گونه .است ها اندک بوده آن

زایی ‌و جنین دهند یخوبی به کشت بساک م

ه است، اما شدطور گسترده استفاده  میکروسپور به

 عمر و کم ده‌ها همچنان سخت پاسخ بسیاری از آن

(Recalcitrant)  هستند. تاکنون کشت بساک با

 (رزاسه) ة وردسانانموفقیت در دو جنس از خانواد

 Hennry etفرنگی و سیب انجام شده است )شامل توت

al., 1996; Hofer et al., 1999; 2004 اما در رز )

آمیز نبوده است. کشت بساک و میکروسپور موفقیت

Tabaiizadeh & Khosh-Khui (1981) برای نخستین 

 های دو گونه رزاز بساک (کالوسپینه )بار القای 

 موفق به( را گزارش کردند، اما 4n=28چهارگان )



 381 ... و مانی زنده بر گرسنگی و دمایی های تنش تأثیر بررسیدهستانی اردکانی و همکاران:  

 

 زاییجنین Ahmadi (2009)ها نشدند. پینهباززایی 

کردند. نتایج  بررسی Apolloمیکروسپور را در رز رقم 

( به مدت Bنشان داد که تیمارهای گرسنگی )محیط 

مانی بالاترین درصد زنده C°7روز در  چهار

است. متأسفانه هیچ گزارش  را داشتهمیکروسپورها 

رز  ةسپورهای جداشدکشت میکرو ینۀموفقی درزم

کشت  پرشمار های برتری. اما با توجه به یستموجود ن

میکروسپورهای جداشده در این تحقیق روش 

. شناسایی شدزایی میکروسپور رز پژوهش ‌جنین

زا، های مؤثر بر القای میکروسپورهای جنین عامل

های چهارگان تجاری رز به  پذیری رقم‌بررسی پاسخ

زایی جنین شیوةکشت میکروسپور و دستیابی به 

میکروسپور و باززایی گیاهان نیمگان در اصلاح رز از 

 این پژوهش بودند. های جمله هدف

 

 ها مواد و روش
 مواد گیاهی

 یها مواد گیاهی این تحقیق شامل شماری از رقم

 شامل (.R. hybrida Lتجاری ) (هیبرید) دورگ رزهای

، ’Apollo’ ،‘Royal Class’ ،‘Dr. Bernando‘ های رقم

‘Leady Emma Hamilton’ ،‘Molineux’ ،‘Utopia’ ،

‘Amarosa’،‘Dolce Vita’ ،‘Path Astin’ 

بود که از کلکسیون ذخایر ژنتیکی رز   ’Maurasia‘و

( در ABRIIبیوتکنولوژی کشاورزی ایران ) ةپژوهشکد

 ،’Exotic’ ،‘Majic’ ،‘Elegant‘های  شهر کرج و رقم

‘Candy’ و ‘Velvet’ ای واقع در هشتگرد که از گلخانه

 ۀکه میکروسپورها در مرحل هنگامیکرج تهیه شدند. 

ها برداشت  بودند، غنچه ای یاخته میانی تا انتهای تک

مناسب میکروسپورها با  ۀشدند. تعیین مرحل

-2-دی آمینو -6، 7 ةماد mg/l 5/5 با یزیآم رنگ

( diamidino-2- phenylindole-6 ,'4) فنیل ایندول

(DAPI( صورت پذیرفت )Vergne et al., 1987 .)

دقیقه  دهدرصد به مدت  1/3ها با هیپوکلریت  غنچه

سترون سه مرتبه با آب مقطر  آنگاهضدعفونی شدند و 

 شستشو داده شدند.  (استریل)

 

 پورهاجداسازی و کشت میکروس

( )سولفات منیزیم Bها و محیط شستشو )‌بساک

mg/l215 کلرید کلسیم ،mg/l 574 کلرید پتاسیم ،mg/l 

( mg/l 17455( )Touraev et al., 1996، مانیتول 5735

لیتری حاوی یک مگنت کوچک ‌میلی 1 ۀدر یک شیش

دقیقه روی همزن الکتریکی  2-3ریخته و شیشه به مدت 

قرار داده شد. پس از جداسازی دور در دقیقه  155با 

مایع کدر  یساز منظور شفاف میکروسپورها از بساک، به

ای بساک و  های یاختهدیواره های‌هآمده از اضاف دست به

 µm  18با قطر منافذ پالایشگرمیکروسپورها، مایع از 

های سانتریفوژ ‌شده در فالکون پالایشعبور داده شد. مایع 

در دمای  rpm5255 در  دقیقه پنجریخته و به مدت 

C°7 (Beckman GS-6R USA سانتریفوژ شد. عملیات )

سانتریفیوژ دو مرتبه صورت گرفت. مایع رویی دور ریخته 

با اضافه کردن محیط  تیشده درنها نینش ته های و پلیت

 6هایی با قطر ‌دیش‌کشت دوباره تعلیق شده و به پتری

پس از کشت، با  درنگ‌بیمتر منتقل شدند.  سانتی

 FDA (Fluoreceinمیکروسپورها توسط آمیزی ‌رنگ

diacetateبا میکروسکوپ فلورسنت  ها آن ة( و مشاهد

 Heslop-Harrisonمانی میکروسپورها محاسبه شد )زنده

& Heslop-Harrison, 1970.) 

مختلف بر  یها عامل یردر قالب چهار آزمایش تأث

میکروسپورهای رز نین در ای و تولید ج تقسیم یاخته

 .بررسی شد

 

های مختلف رز  پذیری رقمآزمایش اول: بررسی پاسخ

 به کشت میکروسپور

رقم مختلف رز شامل  پانزدهدر این آزمایش تأثیر 

‘Apollo’ ،‘Royal Class’ ،‘Dr. Bernando’ ،‘Leady 

Emma Hamilton’ ،‘Molineux’ ،‘Utopia’ ،

‘Amarosa’، ‘Dolce Vita’ ،‘Path Astin’، ‘Maurasia’ ،

‘Exotic’ ،‘Majic’ ،‘Elegant’، ‘Candy’  و‘Velvet’  بر

. شدای میکروسپورها ارزیابی  مانی و تقسیم یاختهزنده

کشت و  AT3پس از جداسازی، میکروسپورها در محیط 

ها  ای آن مانی و تقسیم یاختهروز میزان زنده بیستپس از 

 محاسبه شد.

 

مانی و کشت بر زنده ر محیطآزمایش دوم: بررسی تأثی

 ای میکروسپورها تقسیم یاخته

  ۀزایی میکروسپورهای رز، محیط پایمنظور القای جنین به
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AT3 (Touraev et al., 1996 5( )جدول ) با سه منبع

 گرم بر لیتر(، 35مختلف کربوهیدرات شامل مالتوز )

گرم بر لیتر( با یا  81گرم بر لیتر( یا ساکارز ) 71گلوکز )

 lactalbuminلاکتوالبومین هیدرولیزات )اسید بدون آمینو

hydrolysate)  های القایی مورد ‌ند. محیطشداستفاده

 55همراه با  AT3)حاوی مالتوز(،  AT3آزمایش شامل 

 با AT3(، AT3-Lگرم بر لیتر لاکتوالبومین هیدرولیزات )

گرم بر لیتر  55با  AT3-G(، AT3-Gگلوکز )

با ساکارز  AT3(، AT3-LGلاکتوالبومین هیدرولیزات )

(AT3-S و )AT3-S  گرم بر لیتر لاکتوالبومین  55با

 2/6ها روی محیط pH( بودند که AT3-LSهیدرولیزات )

 TMGاستفاده  تنظیم شد. دیگر محیط کشت مورد

(Touraev et al., 1996) باpH   ۀبود. پس از تهی 6برابر 

به دلیل واکنش بعضی مواد و حساس بودن  محیط کشت

ها به گرمای اتوکلاو، ضدعفونی محیط برخی ویتامین

 فیلتر) ساز پالایشگر سترون کشت با دستگاه

مانی و ‌انجام گرفت. در این آزمایش زنده (استریلیزاسیون

، ’Apollo‘رقم  دهای میکروسپورها در  یاختههای  تقسیم

‘Royal Class’ ،‘Dr. Bernando’ ،‘Leady Emma 

Hamilton’ ،‘Molineux’ ،‘Utopia’ ،‘Amarosa’، 

‘Dolce Vita’ ،‘Path Astin’ و‘Maurasia’   پس از

کشت بررسی شد. میکروسپورها پس از کشت به انکوباتور 

 منتقل و در تاریکی نگهداری شدند. C21°با دمای 
 

مانی و تأثیر تنش دمایی بر زندهآزمایش سوم: بررسی 

 ای میکروسپورها های یاخته تقسیم

 ،’Apollo’ ،‘Royal Class’ ،‘Velvet‘در پنج رقم 

‘Exotic’ و‘Majic’ های از تنش°C7  چهاردهبه مدت 

روز استفاده شد، دمای  هفتمدت به C35°روز و 

°C21 عنوان شاهد در نظر گرفته شد و تأثیر  به

ای  های یاخته مانی و تقسیمبر زندههای دمایی ‌تنش

 میکروسپورها بررسی شد.
 

 (mg.L-1) زایی میکروسپورهاهای القای جنینترکیب محیط .5جدول 

Table 1. Media culture composition for microspore embryogenesis (mg.L-1) 
TMG AT3 

                          Media culture 
Composition of media culture  

   Macroelements  

1001 1950 KNO3 

247 185 MgSO4,7H2O 

- 166 CaCl2,2H2O 

236 - CaCl2,4H2O 

- 400 KH2PO4 

- 277 (NH4)2SO4 

Microelements 
36.70 36.70 NaFe(III)EDTA 

- 16.90 MnSo4. H2O 

10 2-Jun H3BO3 

- 6-Aug ZnSO4,7H2O 

- 0.025 CuSO4,5H2O 

- 0.25 Na2MoO4,2H2O 

- 0.25 CoCl2,6H2O 

- 0.83 KI 

     

244 - Uridine 

127 - Cytidin 

10000 - Lactalbumin hydrolysate  
Vitamins  

100 100 myo-inositol 

1 1 Nicotinic acid 

10 10 Thiamine HCl 

1 1 Pyridoxine HCl 

- 1950 MES (2-(N-morpholino)-ethonesulfonic acid) 

438 1256 L.Glutamine 
 

Carbohydrate  
91000 - Glucose 

- 90000 Maltose 
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چهارم: تأثیر تنش گرسنگی قندی بر آزمایش 

 ای میکروسپورها های یاخته مانی و تقسیم‌زنده

 Bروز در محیط  سهبه مدت میکروسپورهای جداشده 

کربوهیدرات و نیتروژن بود کشت و  بدونکه محیطی 

سلسیوس و در شرایط  ۀدرج 35و  21، 7در دماهای 

زمان اعمال  مدت پایانتاریکی نگهداری شدند. پس از 

منتقل   AT3تنش، میکروسپورها به محیط کشت 

مراحل رطوبت محل نگهداری  همۀشدند. در 

درصد(. 45ها ثابت نگه داشته شد )حدود دیش‌پتری

، ’Dolce Vita’ ،‘Amarosa‘های  در این آزمایش رقم

‘Maurasia’ ،‘Molineux’ ،‘Apollo’ ،‘Majic’، 

‘Candy’  و‘Velvet’  ند.دشاستفاده 

یل در قالب طرح کامل  صورت فاکتور به شیآزما

ها آماری داده تجزیۀتکرار انجام شد.  سهتصادفی و با 

میانگین  ۀو مقایس MSTATCافزار  با استفاده از نرم

 صورت گرفت. LSDها با آزمون داده
 

 نتایج و بحث
های مختلف رز  پذیری رقمآزمایش اول: بررسی پاسخ

 به کشت میکروسپور

های رز در سطح  آمده نشان داد که رقم دست نتایج به

مانی و تشکیل ساختارهای زنده درصد بر5احتمال 

های  تأثیرداشتند. در میان رقم رهاومیکروسپ ای یاختهچند

بالاترین میزان  ’Leady Emma Hamilton‘ بررسی مورد

ساختارهای  که یمانی را نشان داد، درحال‌زنده

 (. 5نشد )شکل در این رقم تشکیل ای یاختهچند

 

 
 

 

 
 ( میکروسپورهای رزb) ای یاخته( و تشکیل ساختارهای چندaمانی )تأثیر رقم بر میزان زنده  .5شکل

Figure 1. Effect of cultivar on rose microspore (a) viability and (b) multicellular structural formation 
 

 

 

 

 

 
 

مهم در  یمانی عاملاگرچه افزایش درصد زنده

های مناسب برای تولید گیاهان نیمگان  انتخاب رقم

نیز  ای اختهیاست، میزان تشکیل ساختارهای چند

مانی و هایی که زنده عاملی مؤثر است. بنابراین در رقم
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طور نسبی بالاتر  به ای یاختهتشکیل ساختارهای چند

باشد، احتمال تشکیل جنین از میکروسپورها و در 

نتیجه تولید گیاه نیمگان نیز بالاتر است. در میان 

 ،’Apollo’ ،‘Amarosa‘های مورد بررسی  رقم

‘Majic’ ،‘Candy’ ،‘Exotic’  و‘Velvet’  این

مانی و تشکیل )افزایش نسبی زنده های‌ویژگی

طور که  ند. همانرا داشت( ای یاختهساختارهای چند

زایی گرده گزارش شده توسط بیشتر محققان جنین

خارجی  یها است، ژنوتیپ نقش مهمی در بین عامل

در  (آندروژنز) درونزایی کند. اغلب، پاسخ به ایفا می

شرایط درون شیشه وابسته به ژنوتیپ است و باید 

طور مکرر  شرایط کشت در هر ژنوتیپ بهینه شود. به

 گونه یکمختلف  یها گزارش شده است که رقم

 ,Germanaاند )متفاوتی به کشت بساک داده یها پاسخ

 Brassicaها، برای مثال (. در بسیاری از گونه2011

carinata (Barro & Martin, 1999) ،B. oleracea 

(Ferrie et al., 1995،) Phleum pretense L. (Guo & 

Pulli, 2000) و Malus domestica (Hofer, 2004 )

زایی میکروسپورها مشاهده تفاوت ژنوتیپی در جنین

هم  دورگ رزهایآمده در  دست شده است و نتایج به

  های مختلف قرار گرفت. رقم یرتحت تأث

 

مانی و کشت بر زنده تأثیر محیطآزمایش دوم: بررسی 

 ای میکروسپورها های یاخته تقسیم

در  ای یاختهمانی و تشکیل ساختارهای چندزنده

درصد تفاوت 5های مختلف رز در سطح احتمال  رقم

مشاهده  2در جدول  که یطور دار نشان دادند. بهمعنی

مانی میکروسپورها در سه بالاترین درصد زنده شود یم

به  AT3-LGو محیط کشت  ’Royal Class‘رقم 

طور بیشترین ساختارهای دست آمد. همین

کشت  های یطو مح ’Candy‘های  در رقم ای یاختهچند

AT3-G  وAT3-LG  (. در این 2تشکیل شد )شکل

آزمایش نیز نشان داده شد موفقیت در کشت 

طور گیرد. همانژنوتیپ قرار می یرمیکروسپور تحت تأث

ها  داده شده است، در برخی رقم نشان 3که در جدول 

ای  های یاخته میکروسپورها حتی قادر به انجام تقسیم

 باز (sporophyticگیاهاگی ) مسیر ۀنبودند و از ادام

 ماندند.

مانی و تشکیل ساختارهای بالاترین میزان زنده

 AT3میکروسپورها در محیط کشت  ای یاختهچند

مین اسید لاکتوالبوحاوی قند گلوکز و آمینو

(. در 3( به دست آمد )جدول AT3-LGهیدرولیزات )

مانی های مورد بررسی کمترین میزان زندهمیان محیط

های حاوی ساکارز و محیط ‌میکروسپورها در محیط

TMG میانگین  ۀطور که مقایسبه دست آمد. همان

دهد که افزودن لاکتوآلبومین ها نشان میداده

تشکیل ساختارهای  مثبتی بر درصد یرهیدرولیزات تأث

داشته و باعث تغییر مسیر رشد  ای یاختهچند

یا به عبارتی القای  گیاهاگیمیکروسپورها به سمت 

 چهار( اما پس از 3زایی داشته است )جدول جنین

جنین متوقف شد. به نظر هفته رشد ساختارهای پیش

ن شتدا یلرسد که لاکتوآلبومین هیدرولیزات به دلمی

 های‌، برای آغاز تقسیمینهآم یدهایمنابع غنی اس

شده است.  آنای مؤثر بوده و باعث افزایش  یاخته

زایی ترکیب محیط کشت نقش اساسی در القای جنین

های مختلف برای کند. ژنوتیپمیکروسپور بازی می

های گرده نیاز به محیط ۀشده از دان‌تولید گیاه مشتق

علت متفاوتی دارند. منبع کربوهیدرات به  ۀپای

ای، برای تولید جنین در اسمزی و تغذیه اثرگذاری

کشت میکروسپور ضروری است. تأثیر غلظت 

کربوهیدرات ممکن است مربوط به تنظیم فشار 

 & Sunderlandالقایی باشد ) در حالتاسمزی 

Dunwell, 1977پس ازرسد طور که به نظر می(. همان 

های بالای منبع کربنی کشت، غلظت ةطی دور

کننده است. در جو و توتون مشخص شده است یبتخر

شده و با (متابولیزهوساز ) سوختکه ساکارز به سرعت 

زیادی نشاسته از تکوین جنین جلوگیری  یزانتجمع م

و منجر  شده یهمالتوز به کندی تجز که یکند، درحالمی

 Shariatpanahi etشود )زایی میکروسپور میبه جنین

al., 2006ت که در چاودار گلوکز بیش (. ثابت شده اس

( Wenzel et al., 1977کننده است )‌از ساکارز تحریک

آمده همخوانی داشت. در کشت  دست که با نتایج به

زایی در محیط میکروسپور سیب بیشترین درصد جنین

حاوی مالتوز و کمترین میزان در محیط حاوی ساکارز 

(. اگرچه بیشترین Hofer et al., 1999مشاهده شد )

های القایی حاوی ساکارز یا مالتوز موفقیت در محیط
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آمده از این آزمایش  دست گزارش شده است، نتایج به

تواند منبع کربنی مناسبی در نشان داد که گلوکز می

کشت میکروسپورهای رز باشد. در حقیقت، در میان 

های گیاهی جذب توسط یاخته یآسان قندها، گلوکز به

تولید انرژی است. ساکارز از  ترین منبعشود و مهممی

شیمیایی  همانند گلوکز است -های فیزیکو نظر ویژگی

پذیری کمتری دارد. یک محیط اسیدی لیکن واکنش

(pH 8/1 برابر)  کرده و  (هیدرولیزآبکافت )این قند را

های توسط یاخته یآسان به گلوکز و فروکتوز که به

به کند. ممکن است شوند تبدیل میگیاهی جذب می

 ۀعلت رقابت این دو قند برای جذب توسط یاخت

شود و در نتیجه نقش کمتری  یرفعالگیاهی، ساکارز غ

و در نتیجه تولید  ای یاختهدر القای ساختارهای چند

 (.  Shariatpanahi et al., 2006جنین داشته باشد )
 

 مانی میکروسپورهای رزمیزان زنده شت براثر متقابل رقم و محیط ک .2جدول 

Table 2. The interaction between cultivar and media culture for rose microspore viability 
Cultivr AT3 AT3-L AT3-G Media Culture AT3-LG AT3-S AT3-LS TMG 

Royal Class 6.04rsyuvwxy 5.27stuvwxy 25.93abcd 33.50a 11.33jklmnop 12.80jklmnop 2.00z 

Apollo 9.40klmnopq 16.22fghijkl 53.17efghij 23.77bcdef 22.97bcdefg 9.03lmnopqrstu 14.47ghijklm 

Amarosa 4.51wxyz 26.37abcd 12.83ijklmnop 10.50jklmnopqr 3.43yz 4.43yz 0.40z 

Maulinex 11.03jklmnop 24.83abcde 5.17tuvwxyz 4.37xy 0.47z 6.83opqrstuvw 0.30z 

Dolcevita 0.73z 1.87/yz 5.03uvwxyz 8.27mnopqrstu 11.33jklmnop 3.57yz 14.60fghijkl 

Maurasia 5.73rstuvwxy 6.23qrstuv 4.33xyz 6.50pqrstuvwx 4.23xyz 4.97vwxyz 30.30abc 

Majic 27.10abcd 14.67fghijkl 10.33jklmnopqr 14.40fghijkl 11.67jklmnop 13.77hijklmn 12.93ijklmno 

Candy 12.43ijklmno 26.57abcd 21.30cdefgh 28.20abcd 4.80wxyz[/ 20.33defghi 10.83jklmnop 

Exotic 8.47mnopqrst 5.67rstuvw 11.17jklmnopqr 16.27fghijk 5.67rstuvwxy 10.87jklmnopq 4.47xyz 

Velvet 6.30rstuvwxy 3.30z[/ 3.30yz 7.43nopqrstuv 31.30ab 6.70opqrstuvw 3.8yz 

 .است LSD آزمون پایۀ بر درصد1 خطای احتمال سطح در دارمعنی اختلاف نبود دهندةنشان تیمار گروه ستون هر در همسان حروف* 

In each column of treatment group, means followed by the same letters are not significantly different (p≤0.05) based on LSD Test.  

 

 میکروسپورهای رز ای یاختهاثر متقابل رقم و محیط کشت بر درصد تشکیل ساختارهای چند .3جدول 

Table 3. The interaction between cultivar and media culture for rose multicellular structure formation 
Cultivar AT3 AT3-L AT3-G Media culture AT3-LG AT3-S AT3-LS TMG 

Royal Class 0.07j 0.13ij 1.00fghij 3.90bc 0.53ghij 1.29defg 0.00j 

Apollo 0.17hij 2.13de 0.30ghij 0.29hij 0.50ghij 0.32ghij 0.17hij 

Amarosa 0.00j 3.30c 0.27hij 0.40ghij 0.00j 0.00j 0.00j 

Maulinex 0.00j 0.00j 0.53ghij 0.00j 0.17hij 0.00j 0.00j 

Dolcevita 0.40ghij 0.00j 0.00j 0.00j 0.00j 0.00j 0.00j 

Maurasia 0.00j 0.00j 0.00j 0.00j 0.00j 0.00j 0.00j 

Majic 0.00j 0.00j 0.00j 0.00j 0.00j 0.00j 0.00j 

Candy 1.63def 0.23hij 5.07a 5.30a 0.00j 2.23d 0.43ghij 

Exotic 0.20hij 0.83fghij 0.23hij 0.60fghij 0.00j 4.57ab 0.60fghij 

Velvet 1.10fghi 0.00j 0.00j 1.17efgh 4.03bc 1.17efgh 0.23hij 

 .است LSD آزمون پایۀ بر درصد1 خطای احتمال سطح در دارمعنی اختلاف نبود دهندةنشان تیمار گروه ستون هر در همسان حروف* 

In each column of treatment group, means followed by the same letters are not significantly different (p≤0.05) based on LSD Test.  

 
 

 

 
میکروسپور رز  ای یاختهساختار چند .2شکل 

 DAPIآمیزی رنگ ةشده با ماد آمیزی رنگ

Figure 2. Multicellular structure of rose microspore 

colored by DAPI 

مانی و آزمایش سوم: بررسی تأثیر تنش دمایی بر زنده

 ای میکروسپورها های یاخته تقسیم

آمده مشخص شد که اگرچه  دست بر پایۀ نتایج به

 C21°مانی میکروسپورها در دمای بالاترین درصد زنده

ای  های یاخته تقسیم )شاهد( بوده است، بیشترین

به مدت  C7°میکروسپورها در تیمارهای تنشی )

روز( صورت گرفته  هفتبه مدت  C35°روز و  چهارده

 (. 3است )شکل 

آمده در مورد اثر متقابل تنش دمایی  دست نتایج به

و  ’Apollo‘های  های رز نشان داد که در رقم و رقم
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‘Royal Class’ ( اعمال تنش°C7  روز  چهاردهبه مدت

های  روز( موجب افزایش تقسیم هفتبه مدت  C35°و 

در  که یای میکروسپورها شده است، درحال یاخته

ها نسبت به ‌این تنش ’Majic‘و  ’Exotic‘های  رقم

ای نشد.  های یاخته ( باعث افزایش تقسیمC21°شاهد )

 چهاردهبه مدت  C7°تیمار سرمایی ) ’Velvet‘در 

به مدت  C35°) گرماییروز( بیش از شاهد و تیمار 

 ای یاختهروز( منجر به تشکیل ساختارهای چند هفت

تنش  یطورکل (. به7در میکروسپورها شد )شکل 

گرده مؤثر است.  ۀزایی داندمایی برای القای جنین

Germana (2011) زمان  اظهار داشت که دما و مدت

تیمار مطلوب بسته به ژنوتیپ بسیار متفاوت است. 

بیانگر این  یخوب در این آزمایش به آمده‌دست‌بهنتایج 

زمان  دهد مدتنتایج نشان می که یطور مطلب است. به

ای در  های یاخته و دمای مناسب برای انجام تقسیم

 های مختلف رز بسیار متفاوت است. رقم

 

 
 میکروسپورهای رز ای یاختهساختارهای چند مانی و تشکیلتأثیر تنش دمایی بر میزان زنده .3شکل 

Figure 3. Effect of temperature stress on microspore viability and multicellular structure formation in rose 

 

 
 میکروسپورهای رز ای یاختهاثر متقابل رقم و تنش دمایی بر میزان تشکیل ساختارهای چند .7شکل 

Figure 4. The interaction between cultivar and temperature stress on microspore multicellular structure formation in rose 
 

از بررسی اثر  آمده‌دست‌بههای واریانس داده ۀتجزی

در  دار یمتقابل محیط کشت و تنش دمایی تفاوت معن

مانی و تشکیل درصد در زنده5سطح احتمال 

میکروسپورهای رز نشان داد.  ای یاختهساختارهای چند

مانی میکروسپورهای رز در تیمار شاهد زنده یطورکل به

(°C21( نسبت به تیمارهای تنش دمایی )°C7  به

روز( در  هفتبه مدت  C35°روز و  چهاردهمدت 

(. نتایج 1ل های مختلف کشت بالاتر بود )شکمحیط

مانی میکروسپورها در نشان داد که زنده آمده‌دست‌به

( AT3-LGو  AT3-Gحاوی گلوکز ) AT3های محیط
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های در هر سه تیمار دمایی نسبت به دیگر محیط

میانگین تأثیر  ۀکشت بالاتر بوده است. بررسی مقایس

به  C35°روز و  چهاردهبه مدت  C7°های دمایی )تنش

مانی میکروسپورها در زندهروز( بر  هفتمدت 

مانی های کشت متفاوت نشان داد که در زنده‌محیط

بوده است  C35°بیش از  C7°میکروسپورها در 

ای مقایسه ‌های‌بررسیبا  آمده‌دست‌به(. نتایج 1)شکل

Bayliss et al. (2004)  که نشان دادند درLupinus sp. 

تنش دماهای پائین در مقایسه با دماهای بالا نتایج 

 دهد، همخوانی داشت.بهتری می

بررسی اثر متقابل محیط کشت و تنش دمایی بر 

ای میکروسپورها، نشان داد که  های یاخته تقسیم

به  C 35° و در تیمار  AT3بیشترین تقسیم در محیط 

(. در محیط 6روز رخ داده است )شکل  هفتمدت 

AT3-G ای میکروسپورها  های یاخته بیشترین تقسیم

طور  روز به دست آمد. به چهاردهبه مدت  C 7°در 

 ،AT3-LS ،AT3-Sهای کشت میانگین در محیط

AT3-LG و AT3 ها میکروسپورها بهتر از دیگر محیط

 اند.  ای شده های یاخته تقسیم عمالموفق به ا

نین در این آزمایش برای نخستین بار در رز تولید ج

ها در از میکروسپورهای رز با موفقیت انجام شد. جنین

 و تنش دمای بالا  AT3، محیط ’Exotic‘رقم 

(d4°C 35 4( تشکیل شدند )شکل-B متأسفانه در این .)

ها از میکروسپورهای رز پژوهش باززایی جنین

 نبود.  آمیز یتموفق

 درونزاییین در القای یتیمار دمای پا کاربرد پیش

 ,.Quercus sp.( )Raminez et alدر درختان بلوط )

( و صنوبر Malus sp.( )Hofer, 2004(، سیب )2004

(Populus nigra( )Deutsch et al., 2004 مناسب بوده )

ها همخوانی دارد.  آمده در رز با آن دست است که نتایج به

یک صفت مشخص تیمارهای تنشی که قادر به القای 

ها میکروسپور هستند این است که آنزایی جنین

 (سنتزساخت )توانند یک پاسخ تحمل به دما یا ‌می

 هایجود7دمایی در مو (شوکتکانۀ )های پروتئین

های بعضی از پروتئین افزون بریوکاریوت را القا کنند. 

 HSP (Heatهای تکانۀ گرمایی یا القاشده، پروتئین

Shock Proteinsشوند )( نامیده میCordwener et al., 

توانند اعمال مهمی  گرمایی می تکانۀهای (. پروتئین1994

شرایط غیر تنشی داشته باشند.  دریاخته  افزایشدر 

 ºC1/32میکروسپورهایی که در دمای  شناختی ریخت

کند. اگرچه چندین تغییر  گیرند، تغییر می‌قرار می

 B. napus ۀاز گون Topas ۀ(واریترقم )در  شناختی ریخت

های سیتوپلاسمی، نواحی بدون از جمله ظهور دانه

ها مشخص اندامک سیتوپلاسم و سازماندهی میکروتوبول

ترین تغییر، تغییر موقعیت هسته شده است، اما مهم

مرکز یاخته است. میکروسپورهایی که در دمای  سوی به

ºC21 صورت طبیعی به رشد و نمو  ند، بهشوکشت می

ها به همان میکروتوبول ختارسادهند و خود ادامه می

شوند سازماندهی می in vivoصورتی است که در شرایط 

(Simmonds & Keller, 1999 .) 

 

 
 مانی میکروسپورهای رزاثر متقابل محیط کشت و تنش دمایی بر درصد زنده .1شکل 

Figure 5. The interaction between media culture and temperature stress on microspore viability in rose 
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 میکروسپورهای رز ای یاختهاثر متقابل محیط کشت و تنش دمایی بر میزان تشکیل ساختارهای چند .6شکل 

Figure 6. The interaction between media culture and temperature stress on microspore multicellular structure 

formation in rose 
 

     
A                                                               B 

( و مشاهده توسط DAPIها با رنگ آمیزی نمونهدر میکروسپورهای رز )رنگ ای یاخته( تشکیل ساختارهای چندA .4شکل 

 آمده از میکروسپورهای رز، مشاهده توسط میکروسکوپ اینورت دست ( جنین بهB؛ X 25میکروسکوپ فلورسنت با بزرگنمایی 
Figure 7. A) Multicellular structures formation in rose microspores (colored by DAPI) and observed by florescent 

microscope by 20x; B) Embryo obtained by rose microscope, observed by invert microscope 
 

آزمایش چهارم: تأثیر تنش گرسنگی قندی بر 

 ای میکروسپورها های یاخته مانی و تقسیم‌زنده

مانی و تشکیل در آزمایش چهارم، تأثیر رقم بر زنده

میکروسپورهای رز در سطح  ای یاختهساختارهای چند

 یها دار بود. در رقمدرصد معنی5احتمال 

‘Molineux’، ‘Amarosa’  و‘Apollo’ طور  به

مانی میکروسپورها نسبت به دیگر داری زنده‌معنی

ای  های یاخته های بالاتر بود. بیشترین تقسیم رقم

 به دست آمد. ’Amarosa‘میکروسپورها در 

مانی م بر میزان زندهبررسی اثر متقابل دما و رق

میکروسپورهای رز نشان داد که میکروسپورها در رقم 

‘Molineux’  و در دمای°C 35 داری طور معنی به

 Dolce‘(. در رقم 8اند )شکل مانی بیشتری داشتهزنده

Vita’ های دمایی و تنش°C 7  و°C 35  کمترین

مانی میکروسپورها مشاهده شد )هرچند با میزان زنده

°C 21 که این 8نشان ندادند( )شکل  دار یتفاوت معن )

زمان اعمال  ممکن است به دلیل مناسب نبودن مدت

تنش در این رقم و یا حساسیت بالاتر رقم در برابر 

 ها باشد. تنش

میکروسپورها  ای یاختهبیشترین ساختارهای چند

تشکیل شد  C 21°و در دمای  ’Amarosa‘در رقم 

 C 35°(. همچنین در این رقم در دمای 3)شکل 

های بیشتری  میکروسپورها تقسیم C 7°نسبت به 

 ’Majic‘و  ’Apollo‘های  اند. در رقمانجام داده

 C 35°نسبت به  C 7°میکروسپورها در دمای 

 ’Candy‘اند. در رقم های بیشتری انجام داده تقسیم

ای انجام ندادند  یاختهگونه تقسیم میکروسپورها هیچ

خوبی بیانگر تأثیر آمده به دست (. نتایج به3)شکل 

ای  های یاخته مانی و تقسیمژنوتیپ بر میزان زنده

که دمای  دهد ینتایج نشان ماین میکروسپورها است، 
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مناسب اعمال تنش در هر رقم متفاوت است و این 

توجه  ای است که باید در تحقیقات آینده موردنکته

ای شامل سیتوپلاسمی و هسته پذیریار گیرد. تغییرقر

 ۀیاخت ةپلاستیدها، حذف دیوار دوبارة یتمایزیاب

بزرگ، کاهش  (vesicleریزکیسه )زایشی، ظهور 

های رویشی، تغییر در های هسته در هستهسوراخ

کروماتین و ساختار هسته، ترکیب فسفولیپیدی 

 ,.Garrido et alها )هسته ةپلاسمالما و کاهش انداز

 ( در میکروسپورهای گرسنه مشاهده شده است.1995

، تیمار گرسنگی به مدت سه "Amarosa"در رقم 

باعث القای جنین شد، اما شمار  C 7°روز در دمای 

آمده اندک بود. البته در  دست به یها نیجن

ما بازدهی تولید جنین بالا نبود که این  یها شیآزما

ای برای تحقیقات آینده باشد، ولی تواند زمینهخود می

زایی ‌با توجه به اینکه برای نخستین بار جنین

اهمیت بالایی  ،شودمیکروسپورها در رز گزارش می

زایی . گرسنگی قندی یکی از القاکنندگان جنینددار

میکروسپورهای جداشده است که در بسیاری از 

کار رفته محصولات مانند توتون، گندم، جو و سیب به

(. امروزه تنش Shariatpanahi et al., 2006ست )ا

اسمزی و گرسنگی در غلات همراه با تیمار دمای 

 Touraev etروند )روز به کار می 3-1پائین به مدت 

al., 1996 ساخت(. کاهش RNA  و فعالیت پروتئین

 ۀهای میکروسپورهای گرسن کیناز از جمله ویژگی

دو  ةای گردهدر دانه HSPتوتون بود. یک ژن کوچک 

 Zarsky etگرسنه در توتون بیان شد ) ۀای اولی یاخته

al., 1995 فروافت یا مرگ ( که ممکن است از

 جلوگیری کند.  (یسآپوپتوس) ها فیزیولوژیکی یاخته

 

 
 مانی میکروسپورهای رزاثر متقابل دما و رقم بر میزان زنده .8شکل 

Figure 8. The interaction between temperature and cultivar on rose microspore viability 
 

 
 میکروسپورهای رز ای یاختهاثر متقابل دما و رقم بر میزان تشکیل ساختارهای چند .3شکل 

Figure 9. The interaction between temperature and cultivar on rose microspore multicellular structure formation 
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 کلی یریگ جهینت

مانی و تأثیر رقم بر زنده آشکارا ها شیآزما همۀدر 

دار بود. ای میکروسپورها معنی های یاخته تقسیم

دمایی و گرسنگی کربنی  همچنین در تیمارهای تنش

زمان و نیز دمای مناسب برای تشکیل  مدت

های رز قرار  رقم ریتحت تأث یا اختهیساختارهای چند

ر این است که واکنش هر رقم رز گگرفت. این امر بیان

های دمایی، گرسنگی و... مختص به آن رقم به تنش

شرایط مناسب برای  یندهبوده که باید در تحقیقات آ

در هر رقم شناسایی شود. در میان  زاییجنین

های کشت مورد بررسی در این تحقیق ‌محیط

 حاوی گلوکز و AT3میکروسپورها در محیط 

 

( بیشترین AT3-LGلاکتوآلبومین هیدرولیزات )

ای را نشان دادند. تنش  های یاخته مانی و تقسیم‌زنده

ای  های یاخته دمایی منجر به افزایش تقسیم

مانی میکروسپورها چه میزان زندهمیکروسپورها شد اگر

که تیمار  رسد یدر این تیمارها کاهش یافت. به نظر م

تر است.  روز مناسب هفتمدت به C35°دمایی 

میکروسپورهای تحت تنش گرسنگی کربنی، در 

داری از نظر تشکیل دماهای مورد بررسی تفاوت معنی

های  نشان ندادند. در رقم یا اختهیساختارهای چند

‘Exotic’  و‘Amarosa’ های ترتیب تحت تنشبه

هایی تشکیل شدند که برای و گرسنگی جنین گرمایی

 شود. گزارش می هانخستین بار در رز
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