


راهنمای به‌نژادی گل رز

با روش نجات جنین
دکتر مریم جعفرخانی کرمانی

زهرا السادات حسینی، مریم عبدالمحمدی

سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی



پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی

نوع نشریه: دستورالعمل فنی
نام نشریه: راهنمای به‌نژادی گل رز با روش نجات جنین 

نویسندگان: مریم جعفرخانی کرمانی، زهرا السادات حسینی، مریم عبدالمحمدی 
ویراستار علمی: دکتر مهران عنایتی‌شریعت‌پناهی

ویراستاران ادبی: دکتر حسن رهنما و عصمت جعفری‌نژاد
طراحی: محمد قفلگر جداری

تهیه شده در: پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی ایران 
شمارگان:30

نوبت انتشار: اول
سال انتشار: 1397

مسئولیت صحت مطالب با نویسندگان است.

شماره ثبت در مرکز فناوری اطلاعات و اطلاع‌رسانی کشاورزی 54853 به تاریخ 1397/10/27 است

فهرست مطالب

1....................................................................................................................................... مقدمه

2............................................................................................................................. بررسی منابع

3............................................................................ روش نجات جنین در شرایط درون‎شیشه‎ای

5...................................................................................................... انجام تلاقی )هیبریداسیون(

5......................................................................................................................... مواد و روش‎ها

جمع‎آوری دانه گرده گیاهان والد پدری...................................................................................5

اخته کردن گل والد مادری.......................................................................................................5

گرده‎افشانی و انجام تلاقی........................................................................................................6

7.............................................................................................................. جمع‎آوری میوه و بذر

7..................................................................................................... ضدعفونی کردن میوه و بذر

8.............................................................................. حذف پوسته‎های بذر و خارج کردن جنین

طرز تهیه محیط کشت جنین و گیاهچه‎ها.................................................................................8

8.........................MS مصرف محیط کشت‎های ذخیره عناصر پرمصرف و کم‎طرز تهیه محلول

10................................................................................................................... محلول ذخیره آهن

محلول ذخیره ویتامین‎ها و اسیدهای آمینه................................................................................10

10.......................................................................................................... محلول ذخیره هورمون‎ها

11......................................................................................................MS طرز تهیه محیط کشت

کشت جنین‎ها بر روی محیط بهینه...........................................................................................11

مرحله پرآوری گیاهچه‎های حاصل از رشد جنین‎ها.................................................................12

13............................................................. مرحله ریشه‎دهی گیاهچه‎های حاصل از رشد جنین‌ها

13......................................................................... سازگاری گیاهچه‎های حاصل از رشد جنین‎ها

نتیجه‎گیری................................................................................................................................14

فهرست منابع............................................................................................................................15



12

پژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزیبه‌نژادی گل رز با روش نجات جنین

1- مقدمه 
جدید،  ارقام  داشتن  برای  رز  گل  پرورش‎دهندگان  و  مصرف‎کنندگان  سوی  از  مداوم  تقاضای  ساله  هر 

رنگ جدید  و  نظیر شکل  بهبود صفاتی  یا  ایجاد  با  ارقام جدید  تولید  برای  تا  داشته  آن  بر  را  به‎نژادگران 

گل و میوه، داشتن رایحه بیشتر گل، مقاوت به آفات و بیماری‎ها، مقاومت به تنش‎های خشکی و شوری 

و غیره تلاش نمایند. در طراحی یک برنامه به‌نژادی موفق، باید تکثیر جنسی در تعداد زیادی گل صورت 

تجاری  بازار  به  رقم جدید  معرفی یک  برای  انتخاب  هیبریدهای حاصل،  بذور  از جوانه‎زنی  و پس  گیرد 

اما در برنامه‎های به‎نژادی  نتاج تولید کنند.  باید در هر تلاقی تعداد زیادی  بنابراین به‎نژادگران  انجام شود. 

هیبریدهای  خاص  موارد  در  و  بین‎گونه‎ای  تلاقی‎های  از  حاصل  بذور  در  نابالغ  جنین‎های  سقط  رز،  گل 

شدت  به  معمولاً  که  کم،  بسیار  جوانه‎زنی  توانایی  علت  به  یا  و  جوانه‎زنی  عدم  دلیل  به  درون‎گونه‎ای 

به‌نژادی  برنامه‌های  کارایی  کاهش  باعث  دارد،  بستگی  گیاهان  این  در  ژنتیکی  )ناخالصی(  هتروزیگوتی 

می‌شود. امروزه استفاده از روش‎های بیوتکنولوژی یک بخش مهم و ضروری به‎نژادی گیاهان تلقی شده و 

می‎تواند گامی مؤثر در پیشبرد و سرعت بخشیدن به برنامه‎های به‎نژادی به شمار آید. یکی از این روش‎ها 

نجات جنین می‎باشد، که یک روش برای کشت جنین نارس، تحت شرایط ضدعفونی شده، روی محیط 

عنوان  به  و  به‎نژادی  کردن چرخه‎های  کوتاه  برای  می‎باشد. کشت جنین  درون شیشه‎ای  در شرایط  کشت 

روشی مؤثر برای غلبه بر موانع موجود بر جوانه‎زنی بذور و تولید موفق گیاهان هیبرید بکار گرفته می‎شود. 

2- بررسی منابع 
 تکثیر جنسی گل رز شامل ترکیب یاخته‎های جنسی نر و ماده و تشکیل بذر می‎باشد که با به وجود آمدن ژنوتیپ‎های 

جدید همراه است. تلاقی جنسی باید در تعداد زیادی گل صورت گیرد و پس از جوانه‌زنی بذور هیبریدهای حاصل، 

انتخاب برای معرفی یک رقم جدید به بازار تجاری انجام می‎شود. بنابراین به‎نژادگران باید در هر تلاقی تعداد زیادی 

نتاج تولید کنند. اما در بعضی از برنامه‎های به‌نژادی، جنین‎های نابالغ حاصل از تلاقی‎های درون و بین‎گونه‌ای به دلیل 

موانع مکانیکی مانند پریکارپ چوبی و ضخیم که اطراف جنین را در برگرفته است و از رشد و نمو آن جلوگیری 

می‎کند، سقط می‌شوند. این نوع کاهش جوانه‌زنی بذر ناشی از پوسته سفت و سخت آن می‎باشد که مانع ورود 

آب و اکسیژن به داخل بذر می‎شود و این نوع بذور را بذرهای سخت می‎نامند. بذر برخی گیاهان گل‎دهنده شامل 

پریکارپ، تستا و جنین می‎باشد. پریکارپ از سه لایه اپیکارپ )لایه چوبی و سخت(، مزوکارپ )لایه میانی( و 

اندوکارپ )لایه فیبری بسیار سخت و نفوذ ناپذیر( تشکیل شده است. داخل پریکارپ، جنین سفید رنگ در یک 

پوشش چسبنده و نازک به نام تستا پیچیده شده است )شکل 1(. تستا معمولاً به رنگ قهوه‎ای یا برنزه است. تستا 

در واقع دارای 2 لایه می‎باشد شامل: لایه بیرونی قهوه‎ای رنگ و لایه درونی سفید رنگ و دارای حالت چسبندگی 

می‎باشد. به نظر می‎رسد حضور پریکارپ سخت و ضخیم به عنوان یک مانع فیزیکی، از نفوذ آب به درون بذر و 

رشد جنین جلوگیری کرده و مانع جوانه‎زنی بذر می‎شود. همچنین عدم جوانه‎زنی بذور ممکن است مربوط به رکود 

فیزیولوژیکی باشد. اکثر بذرهای تازه برداشت شده گیاهان مناطق معتدله دارای رکود فیزیولوژیکی هستند که این 

به دلیل حضور هورمون‎های گیاهی و بازدارنده‎های رشد در داخل بافت‌هایی که جنین را احاطه کرده‎اند، می‎باشد 

که از جوانه‎زنی جلوگیری می‎کنند. تحریک جوانه‎زنی در بذور مانند خیساندن طولانی مدت در آب، خراش‎دهی 

)اسکاریفیکاسیون( و یا قرار دادن در معرض اکسیژن و یا استفاده از تیمار اسید از جمله راهکارهای ارائه شده برای 

برطرف کردن این موانع هستند. نفوذ آب در پوسته بذر )پریکارپ و تستا( باعث حل شدن بازدارنده‎های رشد می‎شود 

اما روی ترکیبات بازدارنده جوانه‌زنی در درون جنین، اثری ندارد. آبسزیک اسید )ABA( به عنوان بازدارنده اصلی 

در جوانه‎زنی بذور رز و تعداد فراوانی از دیگر گونه‎ها شناخته شده است. امروزه استفاده از روش‎های بیوتکنولوژی 

به عنوان یک بخش مهم و ضروری به‎نژادی گیاهان تلقی شده و می‎تواند گامی مؤثر در پیشبرد و سرعت بخشیدن 

به برنامه‎های به‎نژادی به شمار آید. روش نجات جنین درون‎شیشه‎ای که در آن جنین در شرایط کاملًا استریل و 

ضدعفونی شده بر روی محیط کشت قرار می‎گیرد، می‎تواند ضمن غلبه بر موانع موجود بر جوانه‎زنی بذور و 

تولید موفق نتاج حاصل از هیبریدهای درون و بین‎گونه‎ای دوره‎های به‎نژادی را به طور چشم‎گیری کوتاه نماید.  
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2-1- روش نجات جنین در شرایط درون‌شیشه‎ای 

کارایی روش‎های به‎نژادی از طریق تلاقی می‎تواند با پیدا کردن روشی برای غلبه بر موانع جوانه‎زنی و افزایش 

جوانه‎زنی بهبود یابد. روش‎های بیوتکنولوژی به عنوان راه‎حل مهمی برای تکثیر متداول رز و سیستم‎های 

به‎نژادی به وجود آمده است. برای بدست آوردن نتاج حاصل از تلاقی‎های بین‎گونه‎ای و یا درون‎گونه‎ای، 

از رشد و  نتیجه  آندوسپرم رشد نمی‎کند و در  اما  لقاح صورت می‎گیرد  از گرده‎افشانی  بعد  در حالتی که 

نمو جنین نیز به دلیل کمبود مواد مغذی جلوگیری شده و باعث سقط شدن جنین می‌شود، روش نجات 

جنین بسیار کارآمد می‎باشد. نجات جنین یک روش برای حذف کردن پریکارپ و پوسته تستا از اطراف 

روش   .)Gudin, 2000( می‎باشد  کشت  محیط  روی  شده،  گندزدایی  شرایط  تحت  جنین  کاشتن  و  جنین 

نجات جنین منابع هورمونی و بازدارنده‎های رشد موجود در بافت‎های اطراف جنین را حذف می‎کند و به 

جنین اجازه می‎دهد روی محیط غذایی مصنوعی رشد و نمو کند. این روش با دو هدف صورت می‎گیرد:

 1- کشت جنین‎های بالغ و کمک به کوتاه کردن دوره جوانه‎زنی بذر بوسیله برطرف کردن خواب بذر

 2- کشت جنین‎های نابالغ که نجات جنین اولیه نامیده می‎شود. 

به دلیل وجود ناسازگاری و دور بودن فاصله گیاه‎شناسی بین والدین، جنین قادر به رشد و بالغ شدن نمی‎باشد و 

در مراحل اولیه رشد از بین می‎رود. هدف از این کار رشد کردن جنین روی محیط کشت مصنوعی و جلوگیری 

از سقط‎شدن آن می‎باشد )Gudin, 1993(. در بعضی از تلاقی‎های درون‎گونه‎ای یا بین‎گونه‎ای )درون جنس( 

بافت‎های مغذی )آندوسپرم( از نمو جلوگیری می‎کنند و موجب سقط جنین می‎شوند. این جنین‎ها می‎توانند 

نجات داده شوند و با کشت کردن روی محیط کشت در شرایط درون شیشه، به طور کامل رشد کنند تا قادر به 

جوانه‎زنی شوند. نجات جنین در خانواده Rosaceae برای اولین بار در سال 1933 در مورد هیبرید بین گیلاس 

و هلو انجام شد )Bridgen, 1994(. در رز نجات جنین، با استفاده از جنین‎های بالغ برای اولین بار در سال 

1946 و استفاده از جنین‎های نابالغ در سال 1994 انجام شد )Gudin, 1993(. روش نجات جنین برای بدست 

 Gudin and( بکار گرفته شده است R. rugosa Thunb × R. Foetida Herrm ای‎گونه‎آوردن هیبریدهای بین

Mouchotte, 1995(. همچنین روش نجات جنین برای بدست آوردن هیبریدهای درون‎گونه‎ای بین واریته‎های 

 .)Marchant et al., 1993( به طور مؤثر استفاده شده است  R. hybrida Heritage رزهای جدید انگلیسی

موهاپاترا و روت )Mohapatra and Rout, 2005(، برای جوانه‎زنی بذور دو هیبرید حاصل از تلاقی رزهای 

فلوریباندا، به نام‎های Arunima و Shocking Blue از روش نجات جنین استفاده کردند و به ترتیب 86 و 

87/3 درصد جوانه‎زنی در محیط کشت MS 1/2حاوی 2/5 میلی‎گرم در لیتر BA با 0/5 میلی‎گرم در لیتر 

GA3 گزارش کردند. همچنین روش نجات جنین برای جنین‎های نابالغ بدست آمده از تلاقی دو گونه شیپوری 

 1/2 MS ،به کار برده شد و محیط کشت مناسب Zantedeschia hybrida  و  Zantedeschia aethiopica

 Kubo et( ها گزارش شد‎زدن جنین‎برای جوانه GA3 گرم در لیتر‎و 0/1 میلی BA گرم در لیتر‎یک میلی ‎دارای

al., 2006(. همچنین از روش نجات جنین جهت شکستن رکود بذر و کوتاه کردن زمان جوانه‎زنی تا تولید 

 .)Yildirim et al., 2007( استفاده شد )Prunus armenica L. Hacihaliloglu( گیاهچه بر روی بذور زردآلو

روش نجات جنین در تولید گیاهان هاپلوئید، به صورت تلاقی با گرده اشعه دیده که فاقد باروری می‎باشد، 

استفاده می‎شود. پس از انجام تلاقی و تولید بذر و در نهایت کشت جنین و جوانه‎زنی، گیاه هاپلوئید حاصل 

می‎شود )Meynet et al., 1994(. همچنین روش نجات جنین برای تولید گیاهان هاپلوئید حاصل از تلاقی 

گندم )والد مادری( × ذرت )والد پدری( و همچنین ذرت )والد اصلی( × ذرت )لاین القایی هاپلوئیدی به عنوان 

پدر( مورد بهره‎برداری قرار می‎گیرد. پس از انجام تلاقی و تولید بذر و در نهایت کشت جنین و جوانه‎زنی، 

گیاه هاپلوئید حاصل می‎شود. روش نجات جنین در افزایش جوانه‎زنی بسیار مؤثر بوده و اگر جنین‎ها بدون 

آسیب‎دیدگی از پوسته بذر خارج شوند شانس جوانه‎زنی آن‎ها حتی تا 100 درصد افزایش پیدا خواهد کرد. 

)Zlesak, 2006 شکل 1- مورفولوژی بذر گل رز )برگرفته از

اپیکارپ

مزوکارپ

اندوکارپ

تستا

جنین

میکروپیل

پریکارپ

محل اتصال بخش‎های پریکارپ 

}
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2-2- انجام تلاقی )هیبریداسیون(

انتخاب والدین بر اساس صفات فیزیولوژیکی، مورفولوژیکی و ژنتیکی از جمله میزان عملکرد، مقاومت به 

تنش‎های زیستی و غیرزیستی، بازارپسندی و غیره انجام می‎شود.

 

3- مواد و روش‎ها
3-1- جمع‎آوری دانه گرده گیاهان والد پدری

و  شده  برداشت  نشده‌اند،  شکوفا  کامل  طور  به  هنوز  که  گل‎هایی  روی  از  بساک‎ها  زود  صبح  در 

خشک  محلی  در   )23±2( آزمایشگاه  دمای  در  ساعت   24 مدت  برای  تمیز  مربایی  شیشه‎های  درون  در 

مصنوعی  گرده‎افشانی  برای  و  شوند  خارج  بساک  کیسه  از  و  شده  بالغ  گرده‎‎ها  تا  می‎شوند  نگهداری 

هدفمند آماده گردند. روی هر شیشه نام والد گرده دهنده به همراه تاریخ برداشت بساک نوشته می‎شود.

3-2- اخته کردن گل والد مادری

گل‎های ماده در مرحله غنچه، برای اخته کردن انتخاب ‎می‎شوند. ابتدا همه گلبرگ‎ها را از محور گل جدا کرده و سپس 

با استفاده از قیچی کوچک بساک‎ها که در این مرحله از نمو گل نارس هستند، برای جلوگیری از خودگرده‌افشانی 

حذف می‎نمایند. در نهایت روی کلاله گل‎ها، با پاکت کاغذی مخصوص به‎نژادی که به هوا نفوذپذیر بوده و عایق 

رطوبت می‎باشد، پوشانده می‎شود تا از گرده‎افشانی ناخواسته توسط باد و حشرات جلوگیری شود )شکل2(.

شکل 2- آماده سازي والد مادري گل رز، الف- حذف کردن گلبرگ‎ها از گل، ب- حذف کردن پرچم‎ها از اطراف کلاله

بالف

3-3- گرده افشانی و انجام تلاقی

می‎شود  انجام  مصنوعی  گرده‎افشانی  عمل  خورشید،  کامل  طلوع  از  قبل  زود  صبح  در  معمولاً 

نشان‎دهنده  گردد،  مشاهده  چسبنده‎ای  و  شفاف  مایع  کلاله  سطح  روی  که  هنگامی   .)3 )شکل 

قبل  از  گرده‎های  دادن  قرار  با  زمان  این  در  است.  گرده  دانه  پذیرش  برای  کلاله  آمادگی 

می‎شود.  انجام  هدفمند  گرده‎افشانی  عمل  تمیز،  باریک  نقاشی  قلموی  یک  توسط  شده  آماده 

برای اطمینان از عدم اختلاط دانه‎های گرده ارقام مختلف با یکدیگر، لازم است در هنگام گرده‎افشانی برای هر 

والد گرده‌دهنده یک قلموی مخصوص استفاده شود )هر قلمو بعد از انتهای کار با الکل شسته شود(. پس از 

گذاشتن دانه گرده بر روی کلاله برای جلوگیری از گرده‎افشانی ناخواسته توسط حشرات و باد، ساقه گل را 

با پاکت مخصوص پوشانده و تاریخ تلاقی و نام والدین، به ترتیب والد مادری و سپس والد گرده‎دهنده مانند 

)G × M( روی برچسب مخصوص نوشته شده و به ساقه گل آویزان می‎گردد. در کل عمل گرده‎افشانی برای 

هر گل 2 تا 3 بار بسته به وجود مایع شفاف روی کلاله، به صورت متناوب تکرار می‌شود تا حداکثر میزان بذر 

تولید شود. در نهایت پس از گذشت یک هفته از تاریخ انجام تلاقی پاکت‎ها از روی کلاله حذف می‎شوند. 

شکل 3- گرده‌افشاني گل رز، الف- قرار دادن دانه گرده بر روی کلاله، ب- پوشاندن کلاله با پاکت مخصوص

بالف
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3-4- جمع‎آوری میوه و بذر

پس از انجام تلاقی، میوه‎ها بر روی بوته‎ها یا درختان مادری شروع به رشد می‎نمایند. میوه‎های رسیده در 

آزمایشگاه کشت بافت، ضدعفونی سطحی شده و بذور آن‎ها خارج می‎گردد )شکل 4(. لازم به ذکر است 

انتقال به آزمایشگاه کشت بافت هستند.  بعد از 7 تا 8 هفته رسیده و آماده  که بذور در جنس رز معمولاً 

3-5- ضد عفونی کردن میوه و بذر

برای ضدعفونی کردن ابتدا میوه‎ها با آب و چند قطره مایع شست‎وشو، شسته شده تا گرد و غبار آن‌ها زدوده 

شود و سپس زیر هود لامینار تحت شرایط استریل با الکل 70 درصد به مدت 30 ثانیه ضدعفونی می‎شوند. آنگاه 

یک دوره آب‎شویی با آب مقطر استریل انجام شده و میوه‎ها به محلول هیپوکلریت سدیم با 2/5 درصد کلر فعال 

منتقل شده و محلول به آرامی به مدت 30 دقیقه هم زده می‎شود. سپس میوه‎ها توسط آب مقطر استريل 3 بار و 

در هر بار به مدت 5 دقیقه شست‎وشو می‎شوند. پس از آن میوه‎ها در داخل پتری‎دیش استریل قرار گرفته و با 

استفاده از پنس و اسکالپل استریل میوه‎های ضدعفونی‎شده برش داده شده و بذور از داخل آن‎ها خارج می‎شود. 

پس از طی این مراحل بذور در داخل شیشه‎های استریل ریخته شده و برای انجام نجات جنین آماده می‌شوند. 

شکل4- تشيكل ميوه پس از گرده‌افشاني در گل رز، الف- میوه رز حاصل از تلاقی، ب- بذور رز کشت جنین در محیط 
درون‎شیشه

بالف

3-6- حذف پوسته‎های بذر و خارج کردن جنین

برش  حین  در  جنین  به  رسیدن  آسیب  از  جلوگیری  و  بذور  دیدن  بهتر  برای  چشم  کردن  مسلح  جهت 

در  و  گردیده  ضدعفونی  الکل  با  خوبی  به  دستگاه  این  می‎شود.  استفاده  بینوکولار  از  بذر  پوسته 

و  پنس  از  استفاده  با  و  گرفته  قرار  بینوکولار  عدسی  زیر  در  بذور  سپس  می‎گیرد.  قرار  لامینار  هود  زیر 

قهوه‎ای  تستای  همچنین  و  چوبی  و  سخت  بسیار  پریکارپ  شامل  بذر  پوسته‎های  استریل  اسکالپل 

است. مختلف  رنگ‎های  به  مختلف  گیاهان  در  جنین   .)5 )شکل  می‎شود  جدا  جنین  اطراف  از  رنگ 

پس از خارج کردن جنین‎ها از داخل بذر، آن‌ها را بر روی محیط‎ کشت مناسب کشت نموده و برای رشد 

و جوانه‎زنی در فیتوترون با دمای 2±20 درجه سانتی‌گراد و رطوبت 2±60 درصد و دوره نوری 16 ساعت 

روشنایی و 8 ساعت تاریکی قرار می‌دهند.

3-7- طرز تهیه محیط کشت جنین و گیاهچه‎ها

 )Murashige and Skoog, 1962(1/2 MS ها معمولاً شامل‎محیط کشت پایه مورد استفاده برای کشت جنین

است. 

MS های ذخیره عناصر پرمصرف و کم مصرف محیط کشت‎3-7-1- طرز تهيه محلول 

مقادير مورد نياز براي تهيه محلول پایه عناصر پرمصرف را طبق جدول 1 وزن نموده و در كي بشر محتوي 

را درون آب  ماده  اولين  ابتدا  به صورتیك ه  نمایید.  ترتيبيك ه در جدول آورده شده، اضافه  به  آب مقطر 

شکل 5- آماده سازي جنين گل رز، الف- پوسته پریکارپ شکاف داده شد، ب- جنین خارج شده از پوسته بذر

پریکارپ

جنین پوسته تستا

بالف
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تا اضافه نمودن آخرين ماده  مقطر ريخته و پس از حل شدنك امل آن، ماده بعدي اضافه شود. اين عمل 

ليتر رسانده می‎شود.  به یک  با آب مقطر  نهايي محلول  مواد، حجم  از حل شدنك امل  ادامه می‎یابد. پس 

مورد  محلول  اين  از  ميلي‎ليتر   50 محيطك شت،  ليتر  یک  تهيه  براي  و  شده  نگهداري  دري خچال  محلول 

استفاده قرار می‎گیرد. محلول ذخیره عناصر کم مصرف نيز مانند محلول پایه عناصر پرمصرف تهيه می‎شود. 

بدين ترتيب که هر كي از مواد را طبق جدول 2 وزن نموده و به طور جداگانه در بشر محتوي آب مقطر 

ريخته می‎شود. هر ماده پس از حل شدنك امل ماده قبلي اضافه می‎شود و پس از حل شدنك امل آخرين 

ليتر رسانده و سپس آن را در دمای 4 درجه سانتي‌گراد در  با آب مقطر به یک  نهايي محلول  ماده حجم 

يخچال نگهداري و براي تهيه یک ليتر محيطك شت 10 ميلي‌ليتر از اين محلول مورد استفاده قرار می‎گیرد.

)20X( MS جدول 1- مواد مورد نياز براي تهيه محلول پایه عناصر پرمصرف در محيطك شت

)100X( MS جدول 2- مواد مورد نياز براي تهيه محلول مادر عناصر کم‌مصرف در محيطك شت

3-7-2- محلول ذخیره آهن

 به دليل اينكه آهن به شكلك لروروسولفات نمي‌تواند به صورت فرو براي مدت طولاني در محيطك شت 

 EDTA (Ethylen Diamin حفظ شود و در دسترس بافت‌ها قرار گيرد، لذا آهن را به صورتك لات شده با

Tetra Acetic acid( تهيه و مورد استفاده قرار می‎دهند. برای تهیه محلول 20X ابتدا 745/2 میلی‎گرم از سدیم 

اتیلن‎دی‎آمین‎تترااستیک‎اسید )Na2EDTA.2H2O( را وزن و در 400 میلی‎لیتر آب مقطر آب حل کرده و بعد 

577 میلی‎گرم از سولفات آهن )FeSO4.6H2O( را در ظرفی جدا در 400 میلی‌لیتر آب مقطر حل کرده و بعد از 

حل شدن کامل، به طور همزمان دو محلول را داخل ظرف یک لیتری ریخته و کل حجم محلول را با آب مقطر 

به یک لیتر می‎رسانند. در روش دوم، 734 میلی‎گرم از ماده FeNaEDTA را وزن کرده و در 1000 میلی‌‎لیتر 

آب حل کرده که محلول 20X حاصل می‎شود. این محلول را در دمای 4 درجه سانتی‎گراد نگهداری کرده و 

برای هر لیتر 50 میلی‎لیتر از محلول استفاده می‎نمایند. باید توجه کرد محلول پایه آهن نسبت به نور حساس 

است و رسوب می‎دهد، بنابراین حتماً ظرف محتوی محلول پایه آن باید به طور کامل با فویل پوشیده شود.

3-7-3- محلول ذخیره ویتامین‎ها و اسید‎های آمینه

 هر یک از ویتامین‎ها ابتدا به طور جداگانه وزن و در آب مقطر حل می‎شوند. مقدار20 میلی‎گرم گلایسین1 در 40 

میلی‎لیتر آب مقطر و مقادیر 5 میلی‎گرم از نیکوتینیک اسید2 و پیرودکسین3 و تیامین4 نیز در 100 میلی‎لیتر آب مقطر 

حل شوند. محلول‌های گلیسین، پیروکسین و نیکوتینیک اسید در دمای 4 درجه سانتی‎گراد نگهداری می‌شوند. به 

ازای هر لیتر محیط 4 میلی‎لیتر گلایسین، 2 میلی‎لیتر تیامین و 10 میلی‎لیتر نیکوتینیک اسید و پیرودوکسین استفاده 

می‌شود. ویتامین میواینوزیتول به میزان 100 میلی‎گرم در لیتر به صورت پودری وزن و به محیط اضافه می‎شود. 

3-7-4- محلول ذخیره هورمون‎ها

 تمـام هورمون‎هـا شـامل GA3 ،BAP ،NAA و IBA  بـا غلظـت 10 میلی‎مولار با حلال  NaOH و یا الکل 

50 درصـد سـاخته می‌شـوند. هر یـک از هورمون‎ها به اندازه 0/1 وزن مولکولی‎شـان بر حسـب میلی‎گرم به 

طـور جداگانـه وزن و در حلال حل شـده، سـپس حجم‎شـان با آب مقطر بـه 10 میلی‎لیتر )بـرای غلظت 10 

میلي‎مولار( در یک فالکون رسـانده شـود. به عنوان مثال برای BAP که دارای وزن مولکولی 225/25 اسـت 
1- Glysine

2- Nikotinic acid

3- Pyridoxine

4- Tiamine
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22/5 میلی‎گـرم برداشـته شـده و در چنـد قطره NaOH حـل کرده و با آب مقطر حجـم آن را به 10 میلی‌لیتر 

می‌رسـانیم که غلظت نهایی 10 میلی‎مولار خواهد شـد. برای غلظت نهایی 1 میکرومولار باید 100 میکرولیتر 

در لیتـر اسـتفاده شـود. تمامـی ایـن هورمون‎هـا را می‎تـوان در یخچـال 4 درجه سـانتی‎گراد نگهـداری کرد.

MS 3-8- طرز تهیه محیط کشت

براي تهيه یک ليتر محيطك شت MS ابتدا 500 -400 ميلي‌ليتر آب مقطر را در كي ارلن ريخته و سپس مواد 

عناصر کم مصرف و پرمصرف به ترتيب و با توجه به غلظت‌هاي مورد نياز )ذکر شده در بالا( در حجم‌هاي 

مشخص شده به آن افزوده می‎گردد. ساکارز در غلظت 30 گرم، براي هر ليتر محيطك شت MS مورد نياز 

استك ه به طور مستقيم به محيطك شت اضافه می‎شود. بعد از افزايش ويتامين‌ها و آهن، حجم محيط فوق 

را با آب مقطر به یک ليتر رسانده و pH  محيطك شت با سود و اسيدك لريدر كي كينرمال و 0/1 نرمال 

حدود 5/8-5/7 تنظيم می‌شود. به منظور جامد نمودن محيطك شت، 7 گرم آگار )Plant agar( به یک ليتر 

از اضافه کردن آگار  اینکه در چه ظرفی ریخته شود پس  به  با توجه  محيط اضافه شده و محلول حاصل 

پتری‎دیش‎های 6 سانتی‎متری پخش و  برای کشت جنین محیط کشت در  اتوکلاو می‎شود:  به دو صورت 

برای رشد و تکثیر گیاهچه‎ها محیط کشت در شیشه‎های مربایی پخش می‌شود. برای پخش محلول کشت 

در پتری‎دیش استریل شده، ابتدا محلول در ارلن یک لیتری اتوکلاو شده و سپس در زیر هود تحت شرایط 

استریل پخش و پس از سرد شدن محیط، درب پتری‌دیش‎ها را بسته و با لایه‎ای از نوار پارافیلم بسته می‎شود. 

در حالتی که محیط کشت در شیشه‎های مربایی پخش می‎شود، پس از اضافه کردن آگار ارلن حاوی محلول 

کشت را گرم کرده تا آگار به طورك امل حل شود. در طي اين مدت محلول چند بار به هم زده شده و پس 

از حل شدن کامل آگار و شفاف شدن، محیط در شیشه‎های مربایی برای کشت پخش می‎شوند. شیشه‎های 

مربایی حاوی محیط کشت با اتو کلاو در دمای 126 درجه سانتی‌گراد به مدت 15 دقیقه استریل می‎شوند.

3-9- کشت جنین‎ها بر روی محیط بهینه

اندکـی تغییـر قابـل پیش‎بینـی  بـا  بـرای گیاهـان مختلـف  بهینـه کـه معمـولاً  جنین‎هـا بـر روی محیـط 

اسـت، کشـت می‌شـوند. در بسـیاری از گیاهـان محیـط کشـت پایـه MS  1/2 حـاوی 1 میلی‎گـرم در 

از  پـس  می‎شـود.  اسـتفاده   GA3 لیتـر  در  میلی‎گـرم   1  +  BAP لیتـر  در  میلی‎گـرم   2 یـا  و   BAP لیتـر 

کشـت کـردن جنین‎هـا در پتری‎دیش‎هـای حـاوی محیـط کشـت، آن‎هـا را در فیتوتـرون بـا دمـای 20±2 

می‎نماینـد.  نگهـداری  تاریکـی  سـاعت   8 و  روشـنایی  سـاعت   16 نـوری  دوره  و  سـانتی‎گراد  درجـه 

می‎دهـد. نشـان  جنین‎زایـی  محیـط  بـه  انتقـال  از  پـس  اول  هفتـه   3 در  را  جنین‎هـا  رشـد   6 شـکل 

شکل 6- مراحل جوانه‎زنی جنین گل رز در طی 3 هفته پس از کشت

 

                                 
                           

  

 3-10- مرحله پرآوری گیاهچه‎های حاصل از رشد جنین‎ها

بعد از گذشت 3 هفته پس از کشت جنین‎ها، آن‎ها به طور کامل جوانه زده و برای ادامه رشد و تکثیر به 

 BAP میکرومولار هورمون   2 MS حاوی  از محیط کشت  مرحله  این  در  منتقل می‎شوند.  پرآوري  محيط 

استفاده می‎شود و ریزنمونه‎ها در فیتوترون با دمای 2±20 درجه سانتی‎گراد و دوره نوری 16 ساعت روشنایی 

یکبار صورت می‎گیرد. ماه  نگهداری می‎شوند )شکل 7(. واکشت گیاهچه‎ها هر یک  تاریکی  و 8 ساعت 

شکل 7- مرحله پرآوری گیاهچه‎های حاصل از جوانه‎زنی جنین گل رز
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3-11- مرحله ریشه‎دهی گیاهچه‎های حاصل از رشد جنین‎ها

به  بعد  و  کنند  پیدا  کافی  ارتفاع  تا  می‎شوند  هورمون کشت  بدون   MS محیط  در  هفته   3 گیاهچه‎ها  ابتدا 

می‎شوند.  داده  انتقال   NAA میکرومولار   0/25 و   IBA میکرومولار   0/25 حاوی  ریشه‎زایی  محیط 

 .)8 )شکل  می‎شوند  تشکیل  کامل  طور  به  چهارم  هفته  در  معمولاً  و  شده  ظاهر  هفته   3 از  پس  ریشه‎ها 

3-12- سازگاری گیاهچه‎های حاصل از رشد جنین‎ها

در ایـن مرحلـه گیاهچه‎هـای ریشـه‎دار شـده از محیـط کشـت جـدا شـده و بـه محیـط خـارج از شیشـه 

منتقـل می‎شـوند. بـه ایـن منظـور پیـت و پرلیـت بـه نسـبت 1:1 بـا هـم مخلـوط شـده و در آون بـا دمـای 

کـه  مصرفـی  یک‎بـار  لیوان‎هـای  می‎شـوند.  اسـتریل  سـاعت   3 مـدت  بـرای  سـانتی‎گراد  درجـه   150

تـه آن‎هـا سـوراخ کوچکـی ایجـاد شـده بـا ایـن مخلـوط پـر شـده و گیاهچه‎هـای ریشـه‎دار در آن مسـتقر 

اسـتفاده می‎شـود و هـر  یکبـار مصـرف شـفاف  ،لیـوان  لیوان‎هـا  بـرای درپـوش  می‎گردنـد )شـکل 9(. 

2 روز یکبـار یـک سـوراخ تـه لیوان‎هـای درپـوش ایجـاد می‎شـود تـا بـه تدریـج گیاهچه‎هـا بـا محیـط 

بیـرون سـازگار شـوند و در نهایـت لیوان‎هـا برداشـته می‎شـوند. طـی ایـن مـدت گیاهچه‎هـا در گلخانـه 

در  هفتـه  یـک  هـر  مرحلـه  ایـن  در  می‎شـوند.  نگهـداری  درصـد   60-70 رطوبـت  و   20±2 دمـای  در 

میـان از کـود مایـع قطـره طل ابـه میـزان 5 میلی‎گـرم در لیتـر بـرای تغذیـه گیاهچه‎هـا اسـتفاده می‎شـود.  

شکل 8- مرحله ریشه‎زایی گیاهچه‎های گل رز در محیط کشت

4- نتیجه‎گیری 
مهم‎ترين مانع موجود در برنامه‎هاي به‎نژادي رز از طريق تلاقي، درصد بسيار پايين جوانه‌زني بذور مي‎باشد، 

روش نجات جنین یک روش کارا برای حذف این مانع می باشد. در این نشریه، راهنمای کاربردی روش نجات 

جنین در گل رز با معرفی بهترین زمان برای انجام تلاقی و برداشت بذر و همچنین چگونگی خارج کردن جنین 

از بذر و کشت آن در محیط مناسب ارائه شد. محیط کشت پایه MS  1/2 حاوی 1 میلی‌گرم در لیتر BAP و یا 

2 میلی‎گرم در لیتر BAP + 1 میلی‎گرم در لیتر GA3 به عنوان محیط بهینه برای کشت جنین‎های گل رز معرفی 

گردید. لازم به ذکر است که روش نجات جنین در افزایش جوانه‎زنی بسیار مؤثر بوده و اگر جنین‎ها بدون 

آسیب دیدگی از پوسته بذر خارج شوند شانس جوانه‎زنی آن‎ها حتی تا 100 درصد افزایش پیدا خواهد کرد. 

شکل 9- مرحله سازگاری گیاهچه‎های گل رز از محیط درون شیشه‎ای به گلخانه
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توضیح در خصوص علامات اختصاری به کار برده شده در این نوشتار:

MS medium 		  Murashige and Skoog medium
BAP 			   6-Benzylaminopurine
GA3			   Gibberellic acid
NAA	 		  α-naphthalene acetic acid
IBA	 		  Indole-3-butyric acid


