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  )Narcissus tazetta(القاي درون شيشه اي پلي پلوئيدي در گياه نرگس 
  )4( عبدالكريم كاشي ،)3( چي چايي مهرداد ،)2( خاني ، حسن ساري)1( معصومه احمدي مجد
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سين اسـتفاده   اي جهت القاي پلي پلوئيدي با استفاده از كلشي هاي رشد يافته در شرايط درون شيشه از گياهچهدر اين پژوهش 
سـاعت تيمـار شـدند و     48و  24به مـدت  ) رصدد 20/0و  10/0، 05/0، 00/0(ها با كلشي سين در چهار غلظت  گياهچه. شد

هـاي شـمارش    هاي زنده مانده، سطح پلوئيدي آنها بـا روش  پس از رشد كافي گياهچه. ها بررسي شد چهدرصد زنده ماني گياه
سـين   اثر غلظت كلشي. كروموزوم نوك ريشه به روش استواورسين و فلوسيتومتري نمونه هاي برگي مورد ارزيابي قرار گرفت

سين و زمـان   دار شد اما زمان تيمار آن و اثر متقابل غلظت كلشي فت زنده ماني گياهچه در سطح احتمال يك درصد معنيبر ص
هـا   داري در صفت زنده ماني گياهچه سين اختلاف معني درصد كلشي 20/0و  10/0، 05/0هاي  بين غلظت. دار نشد تيمار معني

كرومـوزوم و   20هايي را با دو سطح پلوئيدي ديپلوئيـد بـا تعـداد     وجود سلول هاي سطح پلوئيدي نتايج ارزيابي. مشاهده نشد
همچنين نتايج حاصل از فلوسيتومتري نتايج حاصـل  . كروموزوم را نشان دادند 40تعداد 4x=40 و 2x=20   پلوئيد با ميكسو

گياهچـه بـا سـطح پلوئيـدي      16اد هاي زنـده مانـده تعـد    از گياهچه. هاي نوك ريشه را تاييد كرد از شمارش كروموزوم نمونه
هيچ گياهي با سطح پلوئيدي تتراپلوئيد خالص پس . گياهچه با سطح پلوئيدي ميكسوپلوئيد ارزيابي شدند 16ديپلوئيد و تعداد 

  .از چندين واكشت مشاهده نشد

  .يتومتريفلوس سين، كلشي پلوئيدي، يلريزازديادي، پ :يديكل كلمات
  :مقدمه
است كه از نظر شكل برگ، ) Amaryllidaceae( يليداسهو متعلق به خانواده آمار يازدارپ ينتيز انياهاز گ يكينرگس  گياه

با توجه به اهميت نرگس به عنوان يكي ). (Mathew, 2002است  ياريتنوع بس يرنگ و اندازه گل دارا ينتاج گل و همچن
محكم،  يها نرگس با ساقه و برگ يها گل يدتول ينابنابر .هاي پيازي، بالابردن كيفيت گل در اين گياه ضروري است از گل
طول  مباشند و در تما يطيمح يها و تنش يازپ يدگيبو و مقاومت به پوس، عطر يتر كه دارا درشت يها گل ي،طولان يماندگار

 ينژادبه يها از روش يكي ).(Hanks, 2002 باشد يانواع مختلف نرگس م يبهنژاد يباشند از اهداف اصل يدسال قابل تول
مختلف مانند  يها اندام پلوئيدي، يدر پل. است يمصنوع يديپلوئپلي يگزارش شده است، القا ياهاناز گ ياريكه در مورد بس

نسبت به  يدتتراپلوئ ياهانگ). (Ehdaei, 2001 دهند يرشد نشان م يشو بذور افزا ها يوهها، م ها، پرچم ها، گلبرگ كاسبرگ
 يها تر با گلبرگ بزرگ يها تر، گل كلفت يها تر، برگ درشت يها ساقه يشتر،ب يشيرشد رو مولمعخود به طور  يپلوئيدانواع د
 يبرا يكاربرد يروش يديآتوپلوئ يا يشهدرون ش يالقا). Farsi & Bagheri, 1999(دارند  تر، يطولان يداريو پا تر يمضخ

 يبرا يزاليناور سين و يمانند كلش يظور از مواد مختلفمن ينا يبرا. است ينتيز ياهانتنوع در گ يجادو ا ها يژگيو ينبهبود ا
و  24به مدت ) درصد 01/0و  001/0( سين يكلش يرتأث ).Escandon et al., 2007(استفاده شده است  يديپلوئپلي يالقا
ان شد و گياه يبررس اي يشهش ندرو يطدر شرا يافتهرشد  ياهانگ يرو Mecardonia tenella ينتيز ياهساعت در گ 48

نوك  يرو يزالينو اور سين ياثر كلش). Escandon et al., 2007( درشت تر داشتند يها ها و برگ گلتتراپلوئيد توليد شده 
 يبه دست آمده دارا يدتتراپلوئ ياهانگ. قرار گرفت يبررس اي مورد يشهدرون شدر شرايط  ياآلوكاز يپلوئيدد ياهانشاخه گ

 ينا در). Thao et al., 2003(داشتند  يدهشكل و كش يقلب يها برگ يپلوئيدد هانياگ ي كهدر صورت ندگرد بود يها برگ
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 يداس يكاست يندولو ا ينآدن يلبنز يها  نرگس با كمك هورموناين گونه  يزازدياديابتدا ر يدي،پلوئپلي يپژوهش با هدف القا
  .قرار گرفته است يبررسدر آن مورد  يديپلوئپلي يالقا سين  يشده و سپس با استفاده از كلش يبررس

  :ها مواد و روش
 يـن انجـام ا  يبـرا . استان همـدان انجـام شـد    يعيو منابع طب يكشاورز يقاتكشت بافت مركز تحق يشگاهپژوهش در آزما اين

براي تهيه محيط كشت حاوي . يدگرد يهدر شمال كشور ته يا از گلخانه  Narcissus tazettaنرگس گونه  يازهايپژوهش پ
 200 هـاي  يشـه شليتـر در  ميلـي  30به روش معمول تهيه گرديد و پس از توزيع به ميـزان   MSابتدا محيط كشت كلشي سين، 

و بـه زيـر لامينـار فلـو      شدند يعفون ضد يقهدق 15اتمسفر به مدت  5/1و فشار  c121˚  يدما يطدر شرادر اتوكلاو  ليتري يليم
اسـتريل بـا   محلول كلشي سين با استفاده از فيلتر سرسرنگي رما، سپس با توجه به حساس بودن كلشي سين به گ. منتقل شدند
و قبل از جامد شدن محيط كشت درون شيشه ها، به مقدار لازم به هر كـدام از شيشـه   عفوني شد  ميكرومتر ضد 2/0قطر منافذ 

هـايي بـا   گياهچـه . ستفاده شدا اي يشهدرون ش يطدر شرا يافتهپرورش  هاي  از گياهچه يديپلوئي پليالقا يبرا. ها اضافه گرديد
هاي تيمار شده با آب ساعت گياهچه 48يا  24سين واكشت شده و پس از هاي حاوي كلشيمتر در شيشهسانتي 2طول يك تا 

ها هفته زنده ماني گياهچه 4پس از گذشت . بدون كلشي سين منتقل شدند  MSمقطر استريل شستشو شده و به محيط كشت 
 يدر قالب طرح كاملاً تصـادف  يلبه صورت فاكتور يديپلوئي پليالقا يبرا سين يكلش يمارت يشآزما .رفتمورد ارزيابي قرار گ

-پلـي  يتوضع يبررس يبراماه،  5در طي چندين واكشت، پس از حدود زنده مانده  هاي ياهچهگ ياز رشد كاف پس. انجام شد

شـمارش  . اسـتفاده شـد   يبرگ ـ يهـا  نمونـه  يتومتريس ـو فلو يشـه نوك ر يها شمارش كروموزوم نمونه يها از روش يديپلوئ
يتومتري از دسـتگاه سـيتومتري   در روش فلوس ـ .)Singh, 2002( انجام گرفت ينبه روش استواورس يشهر يكروموزوم انتها
موجود در آزمايشگاه سيتوژنتيك بخش بانك ژن موسسه تحقيقات اصـلاح و تهيـه نهـال و بـذر كـرج       Partecجرياني با نام 

  . شد استفاده
  
  
  
  

  ) ج      )  ب      )الف
هاي تيمار شـده بـا    گياهچه -ب  .هفته 6پس از  IAAگرم در ليتر  ميلي 5/0و  BAگرم در ليتر  ميلي 2هاي توليد شده در تيمار  گياهچه -الف -1شكل 

 6سـاعت،   48سين به مـدت   درصد كلشي 20/0هاي زنده مانده در تيمار  گياهچه -ج. هفته پس از تيمار 3ساعت،  48سين به مدت  درصد كلشي 20/0
  .هفته پس از تيمار

  :نتايج
و اثـر متقابـل غلظـت     يمارشد اما مدت ت دار يدرصد معن يكدر سطح احتمال  ياهچهزنده ماندن گ يرو سين يغلظت كلش اثر
شـاهد همـه    يمارر تد. شدها  ياهچهباعث كاهش زنده ماندن گ سين يكاربرد كلش. نشده است دار يمعن يمارو زمان ت سين يكلش
در صفت زنده ماندن  داري ياختلاف معن سين يدرصد كلش 20/0و  10/0، 05/0 ايه غلظت ينب. شده زنده ماندند يمارت ياهانگ
  .)2جدول) (درصد 8/45و  7/41، 8/45 يببه ترت(مشاهده نشد  ها ياهچهگ
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  .ها در نرگس سين بر درصد زنده ماني و سطح پلوئيدي گياهچه كلشيسين، زمان و اثرات متقابل زمان و غلظت  كلشي  اثر غلظت -2جدول 
غلظت كلشي سين 

  )درصد(
تعداد گياهان
  تيمار شده

هادرصد زنده ماني گياهچه
  هفته 4پس از 

  )تعداد گياهچه زنده مانده(

  درصد گياهان با سطح پلوئيدي
 ديپلوئيد

)x2(  
 ميكسوپلوئيد

)x4+x 2(  
  تتراپلوئيد

)x4(  

00/0  24 a00/100)24( 100 -  -  
05/0  24 b83/45)11( 55/54 45/45  -  
10/0  24 b66/41)10( 00/50 00/50  -  
20 /0  24 b 83/45)11( 45/45 55/54  -  
         )ساعت(مدت زمان
24  48 a41/60)17( 30/35 70/64  -  
48  48 a25/56)15( 66/66 34/33  -  

        زمان ×كلشي سين اثر متقابل 
  -  -  a00/100 )12(  100  12  24و  00/0
  -  b66/41)5( 00/40 00/60 12 24و  05/0
  -  b 66/41 )5(  00/20  00/80  12 24و  10/0
  -  b33/58)7( 80/42 20/57 12 24و  20/0
  -  -  a00/100 )12(  100  12 48و  00/0
  -  b00/50)6( 67/66 33/33 12 48و  05/0
  -  b66/41)5( 00/80 00/20 12 48و  10/0
  -  b33/33)4( 00/50 00/50 12  48و  20/0

  .است درصد در آزمون چند دامنه اي دانكن 5حروف مشابه در هر ستون نشان دهنده عدم اختلاف معني دار در سطح  
دي از تعـدا . نشان دادندها  در بعضي از سلولرا  DNAدو برابر شدن مقدار اي،  هسته DNAهاي بررسي وضعيت  هيستوگرام

با مقايسه اين پيك با گياه شـاهد، يكسـان   نشان دادند كه را سين يك پيك  هاي مختلف كلشي هاي تيمار شده با غلظت گياهچه
تعدادي . اين گياهان به عنوان گياهان ديپلوئيد بدون تغيير در تعداد كروموزوم ارزيابي شدند. را نشان دادند DNAبودن مقدار 
هاي ديپلوئيد است و پيـك دوم كـه داراي    پيك اول مشابه گياه شاهد بود كه مربوط به سلول. دادند نشان پيكها دو  از گياهچه
هستند كـه  ميكسوپلوئيد ها  اين گياهچههاي تتراپلوئيد است در واقع  دو برابر گياه شاهد است مربوط به سلول DNAمحتواي 

 21/64گياهـان شـاهد   ) شدت نسبي فلورسـنس (هسته اي  DNAمقدار . به عنوان گياهان بافت ناهمسان هسته ارزيابي شدند
نتـايج نهـايي   . )3شـكل  (اي را دو برابر آن نشان دادنـد   هسته DNA يزانممشخص گرديد كه پيك دوم گياهان ميكسوپلوئيد 

اد تعـد   .بيان شـده اسـت   2حاصل از تعيين سطح پلوئيدي گياهان با استفاده از شمارش كروموزوم و فلوسيتومتري در جدول 
سين هـر دو حالـت    درگياهان تيمار شده با كلشي. بود 20هاي نوك ريشه در همه سلولهاي گياهان شاهد برابر كروموزوم سلول

  )2شكل(كروموزوم در يك سلول ديگر را نشان دادند  40كروموزوم در يك سلول و تعداد  20تعداد 

   (b)          (a)   
كرومـوزوم در گياهچـه    40و سلول تتراپلوئيد با تعداد ) a(كروموزوم در گياه شاهد  20ديپلوئيد با تعداد شمارش كروموزوم سلول ) راست(  -2شكل 

  .)x 100بزرگنمايي ). (b(ساعت  48سين به مدت  درصد كلشي 20/0تيمار شده با 
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) x4+x 2(پلوئيد  و گياه ميكسو) بالا) (x2 =n2(اي مربوط به نمونه شاهد  هسته DNAهيستوگرام محتواي ) چپ( -3شكل 
هيسـتوگرام بـه دليـل مشـكل در ارسـال آورده      ).(پايين(ساعت  24درصد به مدت  20/0سين به غلظت  حاصل از تيمار كلشي

 )نشده،در نسخه پرينت ارسال شده موجود است

انـدازه و  مشاهده گرديد كـه بـا توجـه بـه       N. tazettaهاي سوماتيك گونه  كروموزوم در سلول 20در پژوهش حاضر تعداد 
 گونـه  در يكسـومات  يها سلول يها تعداد كروموزوم. مطابقت دارد) Hong )1982همچنين تعداد با نتايج حاصل از پژوهش 

N. tazetta  )x2  =n2 ( ذكــر شــده اســتعــدد  28 و 24، 22، 20 ،14در منــابع مختلــف )Hong, 1982(. يوتايــپكار 
آنهـا  جفـت   4بلند و آنها جفت  6مشاهده كرد كه كروموزوم را  20تعداد را بررسي كرد و   N. tazettaهاي گونه  كروموزوم
هدف از پژوهش حاضر افزايش سطح پلوئيدي در اين گونـه از نـرگس بـود كـه پـس از واكشـت هـاي متـوالي          .كوتاه بودند

مريسـتم  ان نهاندانـه  در گياه ـ. هاي زنده مانده و بررسي سطح پلوئيدي آنها، گياه تتراپلوئيد خالصـي مشـاهده نگرديـد    گياهچه
هـر كـدام از ايـن منـاطق     . انتهايي از دو منطقه مشخص و مجزا كه هر يك بخشي از گياه را ايجاد مي كنند تشكيل شده است

كه اين مناطق مسئول توليد بخـش هـاي رشـد يافتـه جديـد هسـتند،        از آنجائي. اند هاي متعددي تشكيل شده مريستمي از لايه
در صـورتيكه دو برابـر   ). Jones et al., 2008(ئيدي در تمامي لايه هاي مريستمي ضروري است بنابراين افزايش سطح پلو

اي ناميده مـي   ها رخ دهد حالتي از بافت ناهمساني كه بافت ناهمساني هسته ها فقط در يكي يا تعدادي از لايه كردن كروموزوم
در پژوهش حاضر نيز به جاي . نار هم قرار خواهند گرفتهايي با دو سطح پلوئيدي در ك در اين حالت سلول. دهد شود رخ مي
مشاهده ) حاوي بافت ديپلوئيد و تتراپلوئيد(هاي تتراپلوئيد خالص، گياهچه هايي با سطح پلوئيدي ميكسوپلوئيد  توليد گياهچه

  . گرديد
  :منابع

1. Escandon, A.S., Alderete, L.M. & Hagwara, J.C. (2007). In vitro polyploidization of 
Mecardonia tenella, a native plant from South America. Scientia Horticulturae, 115, 56-61. 
2. Hanks, G.R. (2002) Commercial production of Narcissus bulbs. In: G.R. Hanks (ed), 
Narcissus and Daffodil. Taylor & Francis Inc., pp. 53-131. 
3. Hong, D. (1982). A new karyotype for Narcissus tazetta. Hereditas, 97: 29-31. 
4. Jones, J.R., Ranney, T.G. & Eaker, T.A. (2008). A Novel method for inducing polyploidy 
in Rhododendron seedlings. Journal of American Rhododendron Society, 130- 135 
5. Mathew, B. (2002). Classification of the genus Narcissus. In: G.R. Hanks (ed), Narcissus 
and Daffodil. Taylor & Francis Inc., pp. 30- 53. 
6. Singh, R.J. (2002). Plant Cytogenetics, (Second Edition). CRC Press. 512 p.  
7. Thao, N.T.P., Ureshino, K., Miyajima, I., Ozaki, Y. & Okuba, H. (2003). Induction of 
tetraploids in ornamental Alocasia through colchicine and oryzalin treatments. Plant Cell, 
Tissue Organ Culture, 72: 19 -25. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



٢۵٣ 
  دانشگاه صنعتي اصفهان،1390شهريور ماه  17تا  14 ،فتمين كنگره علوم باغباني ايرانه
 

  

polyploidy in vitro induction in narcissus (Narcissus tazetta) 
Abstract: 
In this research from In vitro grown plantlets were used for polyploidy induction with 
colchicine . Plantlets were treated by colchicine at four concentrations (0.00, 0.05, 0.10 and 
0.20 %) for 24 and/or 48 h and the percentage of explants survival rate were measured. 
Survived explants were analyzed for ploidy level by counting chromosome numbers of root 
tip cells by using acetoorceine squash method and by neclei DNA content of leaf samples by 
flow cytometry. The effect of colchicine concentrations on plantlet survival was significant at 
the level of 1%. However, treatment duration and their interaction were not significant. there 
was no significant difference among the colchicine concentrations on plantlets survival (0.05, 
0.10 and 0.20%) Results of ploidy evaluation indicated the cells with two ploidy levels, 
diploid ones with 2x=20 chromosomes and mixoploids ones with 2x=20 and 4x=40 
chromosome tissues. Also the obtained results from ploidy level determination with flow 
cytometry were similar with those from chromosome counting of root tip cells. From survived 
plantlets 16 diploid plantlet and 16 mixoploid plantlets were evaluated. After several 
subculture there was no tetraplpid plant.   
Key words: colchicines, polyploidy, chromosome counting, flow cytometry. 

  


