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بررسي تاثير پنج نوع محيط كشت و مقادير متفاوت مالتوز در القاي هاپلوئيدي در رقم ماريچي سفيد خالص 
  از طريق كشت ميكروسپور  'Eustoma grandiflorum 'Mariachi Pure Whiteليسيانتوس
،  )2( ، شيوا عزيزي نيا)2( ، محمود لطفي)3( ، مهران عنايتي شريعت پناهي)2( صطفي عرب، م)1( محمد مهدي فخرائي

  )4( فاطمه ظل انوار
 يوتكنولوژيپژوهشكده ب يعلم ئتيعضو ه -3 دانشگاه تهران يگروه باغبان يعلم ئتيعضو ه - 2 دانشگاه تهران يباغبان اهانيارشد اصلاح گ يكارشناس يدانشجو - 1

  رازيدانشگاه ش يعموم يشناس ستيشجو سابق زدان - 4 كشاورزي

و از اهميت بالايي در بازارهاي جهاني برخـوردار   Gentianaceaeاز خانواده  Eustoma grandiflorumگل ليسيانتوس 
توليد گياهـان هاپلوئيـد بـه منظـور     . در اين پژوهش براي اولين بار در دنيا، كشت ميكروسپور گل ليسيانتوس انجام شد. است
اهميت استفاده . ح نباتات و مطالعات مربوط به آن در بسياري از گياهان زراعي و باغي همواره مورد استفاده قرار مي گيرداصلا

در . از گياهان هاپلوئيد و لاين هاي هموزايگوس در برنامه هاي اصلاح نژاد از مدت ها پيش بر دانشمندان مسلم گرديده است
 60،90و mg/L 120بـا سـه غلظـت     NLN ½و  NLN ،B5 ،NN ،MSيط كشت مايع اين پژوهش اثر متقابل پنج نوع مح

در تيمارهـاي  . بررسـي شـد   در القاي هاپلوئيدي ليسيانتوس از طريق كشت ميكروسـپور، ) به عنوان منبع كربوهيدرات(مالتوز 
شـد؛ امـا در تيمـار    مالتوز فقط ميكروسپورها متورم تشكيل  mg/L 60با  MSمالتوز و محيط  mg/L 90با  NLN ½محيط 
ساختار چند سلولي در تيمارهـاي  . مالتوز علاوه بر ميكروسپورهاي متورم، سوسپانسور ايجاد شد mg/L 120با  NLNمحيط 
  .مالتوز مشاهده گرديد mg/L 120با  NLN ½مالتوز و محيط  mg/L 60با  B5محيط 

  مالتوزمايع،  محيط كشتميكروسپور،  گل ليسيانتوس، هاپلوئيدي، كشت: كليدي كلمات
  :مقدمه

استفاده از گل هاي شاخه بريده در جهان صنعتي و ماشين زده امروزي يكي از راه هاي بسيار متداول فرار از زندگي ماشيني و 
گل ليسيانتوس  ).1383جاني قرباني، (پناه بردن به طبيعت و آوردن عناصر زيبا از طبيعت به محيط زندگي مي باشد 

Eustoma grandiflorum  از خانوادهGentianaceae در بيشتر نقاط دنيا كشت مي شود و از اهميت بالايي در ،
ليسيانتوس محصول نسبتا جديدي است  ).Korenaga 1998و  Ichimura؛ Reid 2001(بازارهاي جهاني برخوردار است 

هاپلوئيد را مي توان  ).Harbaugh 2007(كه به سرعت در رده ده گل برتر از گل هاي شاخه بريده در دنيا قرار گرفته است 
ناصري تفتي (سازواره اي تلقي نمود كه به اسپوروفيت شباهت دارد؛ با اين تفاوت كه ژنوم آن در حد گامت تقليل يافته است 

توليد گياهان هاپلوئيد به منظور اصلاح نباتات و مطالعات مربوط به آن در بسياري از گياهان زراعي و ). 1380و همكاران 
اهميت استفاده از گياهان هاپلوئيد و لاين هاي ). 1379ناصريان خياباني و همكاران (غي همواره مورد استفاده قرار مي گيرد با

؛ 1379كهريزي و همكاران (هموزايگوس در برنامه هاي اصلاح نژاد از مدت ها پيش بر دانشمندان مسلم گرديده است 
  ).2006همكاران و  Shariatpanahi؛ 1382عبدالهي و همكاران 

ي  در اين پژوهش براي اولين بار در دنيا، كشت ميكروسپور گل ليسيانتوس انجام شد و به نتايج اميدوار كننده اي در زمينه
 .دست يافتيم )گردد كه تنها گل با ارزش شاخه بريده اي است كه با بذر تكثير مي(رسيدن به القاي آندورژنز در گل ليسيانتوس 

پژوهش هاپلوئيدي در گياهان باغباني و مخصوصا گل ها براي اولين بار در ايران با روش كشت ميكروسپور در اين همچنين 
به عنوان مناسب ترين و پر عملكردترين روش موجود، كه به عنوان جايگزيني براي ساير روش هاي اصلاحي سنتي در دنيا 

آندروژنز تنها از طريق كشت بساك در گياهان باغي فقط در گل لازم به ذكر است كه تا به حال . (شناخته شده است، انجام شد
اطلسي، گل رز، توت فرنگي، انگور و گوجه فرنگي در ايران صورت گرفته است، كه اكثر اين موارد نتايج كاملا موفقيت 

  .)آميزي را در پي نداشته است
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 :ها مواد و روش

بود، كه از گلخانه اي  'Mariachi Pure White'سري ماريچي رقم مورد استفاده در اين پژوهش رقم پرطرفدار سفيد از 
آزمون هاي سيتولوژيكي به منظور  تشخيص بهترين مرحله ي تكامل دانه گرده  . در شهرستان پاكدشت تهيه شد

باغباني و بهترين رابطه مرفولوژيكي با اين مرحله در آزمايشگاه سيتوژنتيك و اصلاح گياهان باغباني گروه ) ميكروسپوروژنز(
با انجام آزمايشي بهترين مرحله تكامل دانه گرده براي كشت ميكروسپور در گل . پرديس ابوريحان دانشگاه تهران انجام گرفت

ليسيانتوس مرحله تك هسته اي شناخته شد و با آزمون هاي سيتولوژيكي اندازه غنچه براي رقم سفيد ماريچي در مرحله تك 
 گل كروسپوريم كشت به مربوطي ها شيآزما .)1389فخرائي و همكاران (ن گشتتعيي mm 35تا  mm 25اي، هسته

 غنچهيي گندزدا وي عفون ضد. شد انجام تهران دانشگاه حانيابور سيپردي وتكنولوژيب و بافت كشت شگاهيآزما در انتوسيسيل
 دادن تكان با درصد 5/3 ميسد تيرپوكليه ml 40-30ي حاوي تريلي ليم 50 فالكون داخل در فلو ناريلام ريا هود ريز در ها

 با استخراج طيمح و مقطر آبي حاو ظروف و ليوسايي گندزدا. شد شستشو مقطر آب با مرتبه سه آن از پس و گرفت انجام
 به نهيآمي ها دياس و ها نيتاميوي بعض بودن حساس به توجه با اما د؛يگرد انجام اتوكلاو در بار 2/1 فشار و C°121ي دما

  .شديي گندزداي كرونيم 2/0ي سرسرنگ لتريف با طيمح كلاو،اتوي گرما
 صد در 13 با B5-13 طيمح ،)باتوجه به نتايج يافته هاي قبليمان( بساك از كروسپورهايمي جداساز و استخراج منظور به

 به شده،يي اگندزد طيشرا در پنس با ها غنچه از ها بساكي ساز جدا از پس. گرفت قرار استفاده مورد pH=6 با و ساكارز
 هر درون. شدند جدا و زولهيا ها، بساك از كروسپورهايم د،يگرديم ريگلسفا درون ررياست تريه توسط كهي مگنت كمك
 mµ 58ي شگاهيآزما الك از شده،يي گندزدا كاملا طيشرا در را حاصل ونيسوسپانس. گرفتيم قرار بساك 30 تا 25 ريگلسفا
 قهيدق 5 مدت به. ميداد قرار وژيفيسانتر در را ها فالكون و ختهير ml 50 فالكون كي در را آن از ml 30 هر سپس داده؛ عبور

 سنپلر توسط را) فالكون ته رسوبي رو رنگ زرد عيما( روشناور وژيسانترف از پس. شد انجام وژيفيسانتر rpm  1400 دور با
 وژيسانترف زمان و دور همان با گريد بار كي تخراجاس طيمح مجدد كردن اضافه از پس و برداشته شدهيي گندزدا سنپلر سر با

  .ميداشت بر را بود، قبل مرتبه از ترروشن كه را روشناور مرتبه نيا. ميكرد
. اين پژوهش در قالب طرح كاملا تصادفي، با فاكتورهاي پنج سطح نوع محيط كشت و سه سطح غلظت مالتوز انجام شد

و   Zhang؛ 2009و همكاران  NLN )Ochattمحيط : مايع استفاده شدهاي كشت مقابل به عنوان محيط كشت محيط
؛ 2003و همكاران  Segu-Simarro؛ Hall 2007و  Mithila؛ 2008و همكاران  Ashihara ؛2008همكاران 

Le Penhuizic-Lemonnier  ؛ 2001و همكارنAnandarajah  1991و همكاران ( 5و محيطB )Zhang  و همكاران
 Beversdorfو  Chuong؛ 1995و همكاران  Iqbal؛ 1999و همكاران  Indrianto؛ Mollers 2003و  Iqbal؛ 2008
و  Chuong؛ 1995و همكاران  Nehlin؛ 1996و همكاران  Nehlin( NNو محيط  )1982و همكاران  Dietert؛ 1985

Beversdorf 1985 ( و محيطMS )Supena  ؛ 2006و همكارانPulido  ؛ 2005و همكارانeriesBord   و همكاران
و  Datta؛ 1992و همكاران  Hoekstra؛ 1994و همكاران  van den Bulk؛2002و همكاران  Wojnarowiez؛ 2004

و  Wang( NLN ½و محيط ) Bajaj 1974؛ 1982و همكاران  Dietert؛ Wenzel 1987و  Datta؛ 1990همكاران 
  ).2009همكاران 

و  Guo؛ 2006و همكاران  Supena؛ 2008و همكاران  gr/l 60 )Kimغلظت  مالتوز به عنوان منبع كربوهيدرات، در سه
Pulli -a2000 ؛Guo  وPulli -b2000؛ Nägeli؛ 1999همكاران  وDavies  وMorton 1998 ؛Xie  1995و همكاران (

؛ 1999و همكاران  Nägeli؛ Pulli b-2000و  Guo ؛2001و همكاران  Zheng؛ 2008و همكاران  gr/l 90 )Kimو 
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Raina  وIrfan 1998 ؛Davies  وMorton 1998 ؛Mejza  1993و همكاران ( وgr/l 120 )Kim  ؛ 2008و همكاران
Guo  وPulli -b2000 ؛Nägeli  مورد استفاده قرار گرفت) 1999و همكاران.  

 كاملا ونيسوسپانس تا ميزني م هم به بار چند و كرده اضافه فالكون ته كروسپوريم رسوب به عيما طيمح ml 5 -4 ادامه در
خنك شدند؛ سپس با  C4˚تنظيم شده و پس از گندزدايي در دماي  pH=8/5همگي با  محيط هاي كشت .گردد كنواختي

 ونيسوسپانس از lµ 200 آن از پس .محيط مايع ريخته شد ml 6شش سانتي،  توجه به تيمارهاي مورد نظر، در هر پتري
 مناسب،ي مارهايت شيپ اعمال از پس. ميكردي ريدرزگ لميپاراف دور دو با راي پتر هر و اضافه هاي پتر به كروسپوريمي حاو
 با كشت از پس ماه كي كروسپورها،يم راتييتغ و تحول. شدند انكوبهي كيتار طيشرا و C°25ي دما در هاي پتر
  .گردد مشاهدهي كشاورزي وتكنولوژيب پژوهشكده در موجود نورتيا كروسكوپيم

  :نتايج و بحث
ي هاپلوئيدي از طريق آندروژنز نياز به تغيير مسير گامتوفيتيكي به اسپروفيتيكي دارد، كه ابتدا ميكروسپورها متورم مي شوند القا

ايجاد كرده و در نهايت ) مالتي سلولار(و برخي اوقات سوسپانسور توليد مي كنند؛ سپس با تقسيم سلولي، ساختار چند سلولي 
تار چند سلولي تشكيل مي شود و پس از انتقال به محيط بازايي مناسب تبديل به گياهچه جنين هاي هاپلوئيد از اين ساخ

  .شوندهاپلوئيد مي
مالتوز، فقط ميكروسپورها متورم تشكيل شد  mg/l 60با  MSمالتوز و محيط  mg/l 90با  NLN ½محيط در تيمارهاي 

). 2شكل (ر ميكروسپورهاي متورم، سوسپانسور ايجاد شد مالتوز علاوه ب  mg/l 120با  NLN؛ اما در تيمار محيط )1شكل (
شكل (مالتوز مشاهده گرديد  mg/l 120با  NLN ½مالتوز و محيط  mg/l 60با  B5ساختار چند سلولي در تيمارهاي محيط 

3.(     
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  الف                                                                 ب
  مالتوز mg/l 60با  MSمحيط  تيمار) مالتوز و ب mg/l 90با  NLN ½محيط تيمار ) الف –متورم در ميكروسپور ) 1شكل 

  
  
  
  
  

  الف                                                             ب
  مالتوز  mg/l 120با  NLNسوسپانسور در تيمار محيط  -ميكروسپور متورم و ب  -الف ) 2شكل 

  
  
  
  
  
  

  ب                                                                             الف   
  مالتوز mg/l 120با  NLN ½محيط  تيمار) ب مالتوز و mg/l 60با  B5تيمار محيط  )الف - ساختار چند سلولي در) 3شكل 

ر در دنيا، نتيجه اي اميدوار كنند براي ادامه مشاهده ساختار چند سلولي در كشت ميكروسپور اين گل با ارزش، براي اولين با
تحقيقات در اين زمينه را فراهم آورده است و همچنين مي تواند به عنوان گامي موثري در بومي سازي اين فناوري نوين در 

 .اصلاح و توليد بذر ساير محصولات باغي تلقي شود
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Abstract   
Eustoma grandiflorum lisianthus flower from Gentianaceae family have a high value in world 
Has. In this Research Competition for the first time in world lisianthus flower  microspore 
culture. Ever use manufacture haploid plants purpose for  regeneration of plants and studies 
about that in many plants Farming and garden’s. Significance of use haploid plants and 
homozygous lines in Regeneration breeding programs Undoubted to scientists long terms ago. 
Survey  Interplay of five kind of liquid medium such as NLN, B5, NN, MS, 1/2NLN by three 
Density such as 60, 90 and 120 mg/l maltose (such as carbohydrate source) in induction 
lisianthus haploid from the road of microspore culture. In androgenesis of  ½ NLN with 90 
mg/l maltose and MS with 60 mg/l maltose only turgid microspore formed; but in treatment 
NLN with 120mg/l maltose in addition to Turgid microspores, Created suspensor. Saw Multi 
cellular structure in androgenesis of B5 culture with 6omg/l maltose and ½ NLN with 
120mg/l maltose. 
Keywords: Lisianthus flower, Haploid, Microspore culture, Maltose, Liquid medium 

  


