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  چکیده

ي جدید ها شکلالقاء تتراپلوئیدي در شرایط کشت بافت به عنوان راهبردي مناسب جهت نیل سریع به گیاهان با خصوصیات و 
گیاهچه هاي . شد انجام کلشی سین از استفاده یاهان تتراپلوئید باگ یجادا امکان هدف با مطالعه این. گیاهان زینتی اهمیت بسیار دارد در

آزمایش به صورت .ي در مرحله انتقال به بیرون از شیشه کشت تحت تیمار کلشی سین قرار گرفتندا شهیشحاصل از کشت درون 
سه سطح  سین در کلشی غلظت . شد انجام تیمار زمان مدت و سین کلشی غلظت فاکتور دو تصادفی با لاًکام طرح قالب فاکتوریل در

درصد زنده مانی تا سه ماه پس از اعمال تیمار . ساعت بود 48و  24، 18سطح  سه در تیمار زمان درصد و مدت 1/0و  05/0، 02/0
لعات میکروسکوپی و آزمایشات فلوسایتومتري جهت تائید سطح بررسی صفات مورفولوژیکی رویشی و زایشی، مطا. محاسبه شد

شد، به طوري  گیاهان از بالاتري درصد رفتن بین از باعث ي بیشترها زمانو ر بالات يها غلظتداد که  نشان نتایج. پلوئیدي انجام گرفت
ساعت ضمن درصد قابل قبول  24ن به مدت درصد کلشی سی 05/0غلظت . از بین رفتند ها نمونهساعت در هر سه غلظت  48که در تیمار 

 .زنده مانی بیشترین درصد تتراپلوئیدي را ایجاد کرد

  .فلوسایتومتري، میکسوپلویئدي، کلشی سین: کلمات کلیدي
  

  مقدمه
فراوان و متعلق به خانواده   رنگیک گیاه زینتی مهم با تنوع شکل و ) Saintpaulia ionantha( بنفشه آفریقایی

Gesneriaceae  26با عدد کروموزومیn =2 این گیاه به خاطر توانایی بالاي باززایی، دست یابی راحت و قدرت اندام زایی بالا . است
هاي مطالعات جهانی، بر پایه ایجاد تنوع در خصوصیات  از آن جا که یکی از جنبه. مورد توجه بسیاري از محققین قرار گرفته است

ت ار است و به دلیل اهمیت این گیاه در صنعت تولیدات گیاهی و نیاز روز افزون به ارقام و خصوصیاگیاهان، به ویژه گیاهان زینتی استو
ي صورت نگرفته ا شهیشجدید در گیاهان، تا کنون مطالعه چندانی براي ایجاد بنفشه آفریقایی با خصوصیات جدید در شرایط درون 

براي ).  2002تاکامورا و همکاران، (باشد یمدر گیاهان پلی پلوئیدي  هاي ایجاد تنوع و ترکیب خصوصیات مطلوب یکی از راه. است
ها با از بین رفتن میکروتوبول هاي  توان از مواد شیمیایی که از تقسیم سلول و جدا شدن کروموزوم یابی به گیاهان پلی پلوئید می دست

کوتولیس و (شوند، استفاده کرد  تقسیمات سلولی میکنند و موجب دو برابر شدن محتواي ژنتیکی در هنگام  دوك تقسیم جلوگیري می
هدف بررسی امکان تتراپلوئید کردن گیاهان دیپلوئید با قرار دادن گیاهچه هاي  مطالعه نظر به موارد یاد شده،  در این). 2005همکاران، 

آتی در بهبود صفات زینتی این بود تا بتوان بستري مناسب براي تحقیقات  حاصل از کشت بافت در معرض ماده شیمیایی کلشی سین
 .گیاه ایجاد کرد
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  ها مواد و روش
به دلیل اطمینان از یکنواختی ژنتیکی مواد گیاهی مورد تیمار پلی پلوئیدي در این آزمایش از کلون هاي تکثیر شده بنفشه 

ن ریزنمونه مورد استفاده قرار به عنوا ها برگاي، پهنک  یشهشبه منظور کشت درون  .آفریقایی طی کشت درون شیشه اي استفاده شد
اي تحت تیمار کلشی  یشهش، گیاهچه هاي باززایی شده در مرحله انتقال به شرایط برون MSگرفت که پس از استریل و کشت در محیط 

 فاکتور اول غلظت کلشی سین در سه. انجام گرفت 3×3تصادفی در قالب فاکتوریل  کاملاًآزمایش به صورت طرح .سین قرار گرفتند
ي شاهد بدون اعمال ها نمونه. تکرار بود 11ساعت با  48و  24، 18ح درصد و فاکتور دوم زمان تیمار در سه سط 1/0و  05/0، 02/0سطح 

نحوه اعمال تیمارها به این ترتیب بود که پس از این که گیاهچه ها از شیشه هاي کشت خارج و شست و شو . تیمار در نظر گرفته شدند
درجه  25درصد و دماي  75در شرایط مناسب با رطوبت نسبی پرلایت انتقال داده و  -اسب ریشه زایی شامل  پیتشدند، به محیط من

. ي آغشته در تیمارهاي مورد نظر کلشی سین پوشیده شدها پنبهو مریستم انتهایی گیاهچه ها  با  .گراد در گلخانه نگه داري شدند سانتی
پس از آن، مراحل . روي مریستم برداشته شده و محل آن با آب به خوبی شست و شو داده شداز  ها پنبهپس از اتمام زمان تیمار، 

صفات مورد ارزیابی درصد زنده مانی گیاهچه ها تا سه ماه پس از اعمال تیمار، . سازگاري گیاهچه ها و انتقال به گلخانه انجام گرفت
به گلخانه، مقایسات  ها گلدانري کامل گیاهان وانتقال مقایسات مورفولوژیک صفات رویشی و زایشی پس از مرحله سازگا

توسط دستگاه (و آزمایشات فلوسایتومتري  x40و  x20میکروسکوپیک با تهیه نمونه از اپیدرم فوقانی و بررسی با عدسی شیئی 
انجام شد و مقایسه  SASزار آماري در کلیه آزمایشات با استفاده از نرم اف ها دادهتجزیه آماري . بود) Partec pA, Germany تومتریفلوسا

  . درصد انجام گرفت 5میانگین تیمارها به وسیله آزمون دانکن در سطح احتمال 
  نتایج و بحث

ي که در ماه ا گونهبه  ، از درصد زنده مانی کاسته شدکلشی سین با افزایش غلظت و زمان تیمار بر اساس نتایج به دست آمده، 
ساعت در هر سه غلظت بود که هیچ یک از  48ساعت و بیشترین تلفات نیز مربوط به تیمار زمانی  18ان سوم بیشترین زنده مانی در زم

این رابطه معکوس بین غلظت کلشی سین و زمان استفاده  .درصد زنده ماندند 100ي شاهد در هر دو شرایط ها نمونه. زنده نماند ها نمونه
به نظر ). 2007چن و گائو، ( باشد یمي در گیاهان دیگر نیز صادق ا شهیشي و برون ا شهیش در مورد مطالعات درون ها نمونهاز آن با بقاء 

فعالیت کلشی سین ممکن است در مریستم متمرکز باشد و یک اختلال فیزیولوژیکی در کاهش تقسیم سلولی و یا مرگ  رسد یم
داد گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید از نظر خصوصیات ارزیابی صفات ظاهري نشان . )2005و همکاران، ا گ(ریزنمونه ها ایجاد کند

مورفولوژیک رویشی مانند اندازه، ضخامت، تعداد،  حاشیه، نوك، رنگ و اندازه برگ و صفات زایشی مانند تعداد گل و گلبرگ، 
، تر پا کوتاهسین، ارتفاع گل آذین و قطر گل با یکدیگر تفاوت محسوسی نشان دادند، به طوري که گیاهچه هاي تحت تیمار کلشی 

 باًیتقرمعیار  توانند یم ها تفاوتي درشت تر بودند و این ها گلتر و داراي ر ، پرپتر گل، دمبرگ قطورتر، پر تر میضخو  تر پهني ها برگ
در صفات زایشی تتراپلوئیدها  ژهیوبه  ها تفاوتدر این تحقیق این . مناسبی جهت جداسازي گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید از یکدیگر باشند

ی گیاهان ده گل، در گیاهان پلی پلوئید کمتر بوده و باشد یمکه مقدار هورمون اکسین که مسئول رشد  رسد یمبه نظر . بود تر محسوس
بودن  تر بزرگمشاهدات میکروسکوپی، ). 1382فارسی و ذوالعلی ، ( ابدی یمی افزایش ده گلپلی پلوئید به تأخیر افتاده و مدت 

به  تواند یم، که این )1شکل(نشان داد  کاملاًي دیپلوئید را ها نمونهي تتراپلوئید نسبت به ها سلولي اپیدرمی و محافظ روزنه ها سلول
پیش از این دهقان . عنوان یک ملاك قوي در تشخیص و جداسازي گیاهان بنفشه آفریقایی با سطوح پلوئیدي مختلف تلقی گردد

ي ها سلولبودن  تر بزرگي دیپلوئید و تتراپلوئید گیاه بذرالبنج مصري، ها نمونهي اپیدرم در ها سلولسه میکروسکوپی نیز با مقای) 1388(
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در  Acapulcoو  Con. Amore کولتیوارهاي  .Liliumدر آزمایشی که بر روي لیلیوم . ي تتراپلوئید را نشان دادها نمونهاپیدرمی 
 30گرده  يها دانهانجام شده نتایج بیانگر آن بود که بعد از ایجاد تیمار با کلشی سین قطر  صددر 2/0و  1/0، 05/0، 02/0ي ها غلظت

  ،)2007هانگژي و همکاران، (و گوشتالود شده بود  تر بزرگدرصد افزایش یافته بود و کلاله نیز 

 
درشت (بنفشه آفریقایی ) Dو  B(ید و تتراپلوئ) Cو A(ي دیپلوئید ها نمونهي اپیدرم در ها سلولمقایسه میکروسکوپی  -1شکل

  D( X40 و C(و  X20)B و A(نمایی 
  

نتایج حاصل از فلوسایتومتري نشان داد که با افزایش غلظت کلشی سین از تعداد گیاهان دیپلوئید کاسته شده و به گیاهان 
ساعت و  24رصد تتراپلوئید مربوط به تیمار بیشترین د. یاهان میکسوپلوئید بودندگاغلب . میکسوپلوئید و تتراپلوئید افزوده گشته است

، به )درصد 50/54(حد قابل قبول  بود ر که بتوان ضمن این که درصد زنده مانی د) درصد 50(درصد کلشی سین بود  05/0غلظت 
ی کروموزوم ي جدید مثل فلوسایتومتري به جاي شمارشها روشاستفاده از . هدف اصلی یعنی تولید گیاهان تتراپلوئید نیز دست یافت

سرعت، دقت، امکان بررسی سریع سطح پلوئیدي در گیاهان با تعداد کروموزوم زیاد و کوتاه . ي زیادي داشته باشدها تیمز تواند یم
ي بر اساس یافته ها. باشد یمگیاهان میکسوپلوئید از تتراپلوئید از مزایاي بررسی فلوسایتومتري   کیتفکمانند بنفشه آفریقایی تتراپلوئید و 

توانست بنفشه هاي آفریقایی با افزایش در سطوح پلی پلوئیدي ایجاد کند که این  24درصد به مدت  05/0این آزمایش استفاده از تیمار 
روش اصلاحی می تواند به عنوان روشی براي ایجاد ارقامی متنوع با صفات برجسته به گونه اي موفقیت آمیز در این گیاه گلدانی بکار 

  .رود
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Abstract  
Tetraploidy induction in tissue culture conditions is very important as an  appropriate strategy for achieving 
rapid to new forms and properties of plants in ornamental plants. This study with the aim of enables the production 
of tetraploidy plant. Seedlings grown in vitro conditions in moving to the in vivo condition stage were treated under 
colchicine treatment. The test in the factorial design was performed with two factors of concentrations and times of 
colchicine treatment. colchicine concentration were in three levels 0,02, 0,05 and 0,1%  and times in three levels 18, 

24 and 48 hours. Survival Percentage Was calculated for three month after treatments tetraploidy induction 

successfully confirmed by morphological characteristics, microscopic studies and flowcytometry tests. The results 
showed that higher concentrations and more time Cause of death was a higher percentage of  plants, so that 48 hours 

treatment were destroyed  in  all three concentrations. 0,05 % concentration of colchicines in 24 hours created the 

highest Percentage of acceptable viability and tetraploidy percentage. 
Keywords: flowcytometry, mixoploidy, colchicines. 
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