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  در آندروژنز گل ليسيانتوسالقا كننده تنش با غلظت بالا به عنوان  D-2,4بالا و  pHتاثير تنش 
 Eustoma grandiflorum  

، )2( ، شيوا عزيزي نيا)2( ، محمود لطفي)3( ، مهران عنايتي شريعت پناهي)2( ، مصطفي عرب)1( فخرائي محمد مهدي
  )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 ستيدانشجو سابق ز - 4 شاورزيك

. در باغباني به عنوان يك گل تزييني گلداني، فضاي آزاد و شاخه بريده مطرح است Eustoma grandiflorumيسيانتوس ل
گياهان  روش هاي متعددي جهت توليد. در اين پژوهش براي اولين بار در دنيا، كشت ميكروسپور گل ليسيانتوس انجام شد

آندروژنز سريع ترين روش ممكن براي رسيدن به هموزيگوسيتي . هاپلوئيد وجود دارد كه يكي از روش ها آندروژنز مي باشد
از تنش هايي كه جديدا در . تنش به عنوان يك عامل جرقه اي، در تمايز و جنين زايي ميكروسپور لازم و ضروري است. است

به منظور . اشاره كرد D-2,4بالاي محيط و القا كننده هاي شيميايي مانند  pHمي توان به القاي آندروژنز به كار گرفته شده 
در آزمايشي ديگر از سه مقدار بالاي . بررسي شد 15، 25، 35و  mg/L 45با غلظت هاي  D-2,4القا كننده تنش شيميايي اثر 

pH 2,4بهترين تيمار . استفاده شد) ي آندروژنزبه عنوان ديگر عامل محرك و تنش زا در القا( 5/7و  7و  5/6، يعني-D  جهت
باعث شروع تقسيم  =5/6pHو  7. بود؛ كه باعث ايجاد بيشترين ساختار چند سلولي شد mg/L 35القاي آندروژنر، غلظت 

  .سلولي ميكروسپورها و ايجاد ساختار چند سلولي شد

  pH؛ D-2,4گل ليسيانتوس؛ آندروژنز؛ كشت ميكروسپور؛ تنش؛  :كليديكلمات 
  :مقدمه

، كه در باغباني به عنوان يك گل تزييني گلداني، Gentianaceaeاز خانواده  Eustoma grandiflorumليسيانتوس 
دشت هاي (فضاي آزاد و شاخه بريده در بيشتر نقاط دنيا كشت مي شود؛ موطن اصلي آن مناطق مركزي و جنوب آمريكا 

اما بيشتر در ژاپن توسعه پيدا كرده است و از اهميت بالايي در بازارهاي جهاني و مكزيك است، ) نبراسكا، كلرادو و تگزاس
روش هاي متعددي جهت توليد گياهان هاپلوئيد و به ). Korenaga 1998و  Ichimura؛ Reid 2001( برخوردار است 

و روش كشت بساك و دنبال آن گياهان هاپلوئيد مضاعف وجود دارد كه يكي از روش ها آندروژنز مي باشد، كه به د
آندروژنز سريع ترين روش ممكن براي رسيدن به هموزيگوسيتي ). 1382عبدالهي و همكاران (ميكروسپور انجام مي شود 

كشت ميكروسپور ). 1384ناصريان خياباني و همكاران ( است، كه موجب آسان شدن تحقيقات اصلاحي و ژنتيكي مي گردد
در اين روش بازيافت . توليد تعداد زيادي از گياهان هموزايگوس به شمار مي رود يكي از تكنيك هاي موثر و مطمئن براي

تعداد زيادي از گياهان هاپلويئد به علت دارا بودن تعداد زيادي ميكروسپور روشي است كه اخيرا به علت مزاياي آن بر كشت 
اي، در تماير و جنين زايي ك عامل جرقهتنش به عنوان ي ).1384اصلاني و همكاران (بساك، مورد توجه قرار گرفته است 

انواع ). 2006و همكاران  Shariatpanahi؛ 1388عنايتي شريعت پناهي و امامي ميبدي . (ميكروسپور لازم و ضروري است
ازت و (پيش تيمارهاي سرما، گرما، گرسنگي : زاي به كاربرده شده در آندروژنز عبارت است ازپيش تيمارهاي متداول تنش

ناصريان . (و پرتودهي گرده با دز پايين پرتوهاي يونساز مثل گاما مي باشد) جاذب آب(، اسموليت ها )ربوهيدراتمنبع ك
بالاي محيط و القا  pHتوان به از تنش هايي كه جديدا در القاي آندروژنز به كار گرفته شده مي). 1384خياباني و همكاران 

و همكاران  Shariatpanahi؛ 1388عنايتي شريعت پناهي و امامي ميبدي (اشاره كرد  D-2,4كننده هاي شيميايي مانند 
2006.(  
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در اين پژوهش براي اولين بار در دنيا، كشت ميكروسپور گل ليسيانتوس انجام شد و به نتايج اميدوار كننده اي در زمينه ي 
دست )  است كه با بذر تكثير مي گرددكه تنها گل با ارزش شاخه بريده اي (رسيدن به القاي آندروژنز در گل ليسيانتوس 

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

لازم به ذكر است كه تا به حال آندروژنز تنها از طريق كشت بساك در گياهان . (شناخته شده است، انجام شدسنتي در دنيا 
باغي فقط در گل 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
  :ها مواد و روش

در اين پژوهش از رقم ماريچي . مواد گياهي مورد استفاده در اين پژوهش از گلخانه اي در شهرستان پاكدشت تهيه گرديد
علت انتخاب اين رقم، نتايج آزمايش هاي انجام شده بود، كه اين رقم را (استفاده شد  'Mariachi Pure White'سفيد 

نه بوديم و همچنين اين رقم بيشترين سطح زير كشت و فروش را در بين ارقام به عنوان يك رقم پاسخگو به آندروژنز شناخ
آزمون هاي سيتولوژيكي به منظور  تشخيص بهترين مرحله ي تكامل دانه ). موجود ليسيانتوس به خود اختصاص داده است

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

در گل ليسيانتوس مرحله تك هسته اي شناخته شد و با آزمون هاي سيتولوژيكي اندازه غنچه براي رقم سفيد ماريچي در 
آزمايش هاي مربوط به كشت . )1389فخرائي و همكاران (تعيين گشت mm 35تا  mm 25اي، هستهمرحله تك 

ضد عفوني و . ميكروسپور گل ليسيانتوس در آزمايشگاه كشت بافت و بيوتكنولوژي پرديس ابوريحان دانشگاه تهران انجام شد
 5/3هيپوكلريت سديم  ml 40 -30ي ليتري حاوي ميل 50گندزدايي غنچه ها در زير هود اير لامينار فلو در داخل فالكون 

گندزدايي وسايل و ظروف حاوي آب مقطر . درصد با تكان دادن انجام گرفت و پس از آن سه مرتبه با آب مقطر شستشو شد
 بار در اتوكلاو انجام گرديد؛ اما با توجه به حساس بودن بعضي ويتامين ها و 2/1و فشار  C°121و محيط استخراج با دماي 

 .ميكروني گندزدايي شد 2/0اسيد هاي آمينه به گرماي اتوكلاو، محيط با فيلتر سرسرنگي 

در صد  13با  B5-13، محيط )باتوجه به نتايج يافته هاي قبليمان(به منظور استخراج و جداسازي ميكروسپورها از بساك 
نچه ها با پنس در شرايط گندزدايي شده، به پس از جدا سازي بساك ها از غ. مورد استفاده قرار گرفت pH=6ساكارز و با 

درون هر . گرديد، ميكروسپورها از بساك ها، ايزوله و جدا شدندكمك مگنتي كه توسط هيتر استيرر درون گلسفاير مي
 mµ 58سوسپانسيون حاصل را در شرايط كاملا گندزدايي شده، از الك آزمايشگاهي . گرفتبساك قرار مي 30تا  25گلسفاير 

دقيقه  5به مدت . ريخته و فالكون ها را در سانتريفيوژ قرار داديم ml 50از آن را در يك فالكون  ml 30داده؛ سپس هر  عبور
را توسط سنپلر ) مايع زرد رنگ روي رسوب ته فالكون(پس از سانترفيوژ روشناور . سانتريفيوژ انجام شد rpm  1400با دور 

س از اضافه كردن مجدد محيط استخراج يك بار ديگر با همان دور و زمان سانترفيوژ با سر سنپلر گندزدايي شده برداشته و پ
  .تر از مرتبه قبل بود، را بر داشتيماين مرتبه روشناور را كه روشن. كرديم

استفاده شد  15، 25، 35و  mg/l 45و  mg/l 45با غلظت هاي  D-2,4به منظور القا كننده تنش شيميايي از 
)Shariatpanahi  ؛2010و همكارانEmamifar   ابتدا . )1388حبيب زاده اردبيلي و همكاران ؛ 2008و همكاران

دقيقه  30را به آن ها افزوده و به مدت  D-2,4رسوب ميكروسپورها را داخل ميكروتيوپ ها ريخته و غلظت هاي مورد نظر 
در ادامه محيط . سانتريفيوژ مي كنيم) rpm  1400ر دقيقه با دو 5(سپس با همان زمان و دور اوليه . در دماي اتاق مي گذاريم
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به رسوب ميكروسپور ته فالكون اضافه كرده و چند بار به هم مي زنيم تا  pH=8/5در صد ساكارز و  13با  NLNمايع 
  .سوسپانسيون كاملا يكنواخت گردد

نظور آندروژنز در گل ليسيانتوس را در القاي تنش به م NLN-13محيط مايع  pHدر آزمايشي ديگر اثر سه مقدار بالاي 
  ).2004و همكاران  Barinova(استفاده شد  5/7و  7و  pH ،5/6به اين منظور از سه . بررسي نموديم

ml 6  از محيط مايعNLN-13  در پتري هايcm 6 ها ريخته و سپس تنظيم كننده هاي رشد را بر اساس تيمار ها به پتري
سوسپانسيون حاوي ميكروسپور به پتري ها اضافه و هر پتري را با دو دور پارافيلم  از lµ 200پس از آن . اضافه نموديم

تحول و . و شرايط تاريكي انكوبه شدند C°25پس از اعمال پيش تيمارهاي مناسب، پتري ها در دماي . درزگيري كرديم
يوتكنولوژي كشاورزي مشاهده تغييرات ميكروسپورها، يك ماه پس از كشت با ميكروسكوپ اينورت موجود در پژوهشكده ب

  .گردد
   :نتايج و بحث

در مسير آندروژنز نياز به تغيير مسير گامتوفيتيكي به اسپروفيتيكي است، كه در اين فرآيند ابتدا ميكروسپورها متورم مي شوند 
د مي گردد و در ايجا) مالتي سلولار(و برخي اوقات سوسپانسور توليد مي كنند؛ سپس با تقسيم سلولي ساختار چند سلولي 

 .نهايت جنين هاي هاپلوئيد از اين ساختار چند سلولي پديد مي آيند

علاوه بر تورم  mg/l 45با غلظت  D-2,4در تيمار تنش . تغييري مشاهده نشد mg/l 15با غلظت  D-2,4در تيمار تنش 
شكل (ز ديواره ميكروسپور كردند ميكروسپور، ديواره ميكروسپور تركيد و سلول هاي ميكروسپورهاي شروع به خارج شدن ا

ميكروسپورهاي متورم شده و ساختار چند سلولي نمايان بود  25و  mg/l 35با غلظت هاي  D-2,4 تيمارهاي تنش  ).1
بود؛ كه باعث ايجاد بيشترين ساختار چند  mg/l 35جهت القاي آندروژنر، غلظت  D-2,4بهترين تيمار تنش ). 2شكل (

  .سلولي شد

  ب                                                         الف       
  mg/l 15با غلظت  D-2,4ميكروسپور تركيدن ديواره ميكروسپور، در تيمار تنش  -ميكروسپور متورم و ب  -الف) 1شكل 

  ب     الف                                         
هاي  با غلظت D-2,4 تيمارتنش) و ب mg/l 25با غلظت هاي  D-2,4 تيمار تنش) الف -  سلولي درساختار چند ميكروسپور متورم و ) 2شكل 
mg/l 35  

باعث شروع تقسيم  =5/6pHو  7تغييراتي را در ميكروسپورها ايجاد نكرد؛ اما  =5/7pHنتيجه آزمايش دوم چنين بود كه، 
  ).3شكل (سلولي ميكروسپورها و ايجاد ساختار چند سلولي شد 

  ب   الف                                                                      
  =7pHتيمار تنش ) و ب =5/6pHتيمار تنش ) الف - ساختار چند سلولي در) 3شكل 
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ادامه  مشاهده ساختار چند سلولي در كشت ميكروسپور اين گل با ارزش، براي اولين بار در دنيا، نتيجه اي اميدوار كنند براي
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
 :منابع
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Efficacy of high pH stress and 2,4-D with high density such as stress induction in 
androgenesis in Lisianthus (Eustoma grandiflorum) 

Mohammad Mehdi Fakhraei1, Mostafa Arab 2, Mehran E. Shariatpanahi3,  
Mahmoud Lotfi2, Shiva Azizinia2, fatemeh zelanvar4 

Abstract 
Eustoma grandiflorum lisianthus is a Ornamental flowers in pot flowers, open space and cut 
flowers. In this research Sequel culture of lisianthus flower microspore for the first time in  
world. Several methods are  Available to Manufacture haploid plants that one of this methods 
is androgenesis.  Androgenesis is the quickest Thinkable method for Receive to 
homozygocity. Stress such as sparkle Element, in differentiation and microspore  
embryogenesis  is necessary and important. Newly stresses that use in androgen induct can 
Referral to high pH and chemical inductors like 2,4-D. Survey for chemical stress  inductor 
2,4-D Effect with 15, 25, 35 and 45mg/l  density. In the other test use three high Value of pH , 
mean 6/5 , 7 and 7/5 (for the other motive element  and stress in androgenesis induct). The 
best attendance was 2,4-D for induct androgener, 35 mg/l density; that was Author to creation 
maximum multiple structure. 6/5 and 7 pH Author to start microspore cell division and 
creation multicellular structure. 
Keywords: Lisianthus flower, Androgenesis, Microspore culture, Stress, pH, 2,4-D 

  


