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 Eustomaليسيانتوس در القاي هاپلوئيدي گل  D-2,4ارزيابي اثر متقابل غلظت هاي متفاوت كينتين و 
grandiflorum كشت ميكروسپور توسط 

، )2( ، شيوا عزيزي نيا)2( ، محمود لطفي)3( ، مهران عنايتي شريعت پناهي)2( ، مصطفي عرب)1( هدي فخرائيمحمد م
  )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 كشاورزي

و محصول نسبتا جديدي است كه به سرعت در  Gentianaceaeاز خانواده  Eustoma grandiflorumگل ليسيانتوس 
روسپور گل در اين پژوهش براي اولين بار در دنيا، كشت ميك. رده ده گل برتر از گل هاي شاخه بريده در دنيا قرار گرفته است

گياهان هاپلوئيد براي استفاده در برنامه به نژادي و تحقيقات ژنتيك بنيادي در گياهان عالي از اهميت . ليسيانتوس انجام شد
و مطمئن براي توليد تعداد زيادي از گياهان هموزايگوس  مؤثركشت ميكروسپور يكي از تكنيك هاي  .زيادي برخوردار است

در اين پروژه تاثير تنظيم كننده . به علت مزاياي آن بر كشت بساك، مورد توجه قرار گرفته است به شمار مي رود؛ كه اخيرا
اثر متقابل سه سطح غلظت . هاي رشد را در القاي هاپلوئيدي ليسيانتوس از طريق كشت ميكروسپور، مورد بررسي قرار داديم

mg/L 2  2,4 5/0، 1و-D  و سه ميزانmg/L 1  در تيمار . ورد بررسي قرار گرفتكينتين م 1/0، 5/0وmg/L 5/0 2,4-D 
 mg/Lديده شد؛ همچنين در تيمار ) مالتي سلولار(كينتين تقسيم سلولي صورت گرفت و ساختار چند سلولي  mg/L 5/0با 
2 2,4-D  همراهmg/L 1 كينتين ميكروسپور ها شروع به تقسيم سلولي كردند.  

  ؛ تنظيم كننده رشد گياهيD-2,4كينتين؛ كشت ميكروسپور، گل ليسيانتوس، هاپلوئيدي، : كليدي كلمات
  :مقدمه

توليد گل هاي شاخه بريده يكي از رشته هاي صنعت گل و گياهان زينتي است، كه نقش مهمي در شكوفايي اقتصاد برخي از 
م جهان را بر اساس بررسي هاي به عمل آمده ايران از لحاظ سطح زير كشت مقام هفده. كشورهاي جهان ايفا مي كند

گل  .)1386؛ صفدري و كاظمي تبار 1383ركني (داراست، ولي در بين كشورهاي صادر كننده در رديف صد و هفتم قرار دارد 
، در بيشتر نقاط دنيا كشت مي شود و از اهميت بالايي Gentianaceaeاز خانواده  Eustoma grandiflorumليسيانتوس 

گياهان هاپلوئيد را كه حاوي نيمي از ). Korenaga 1998و  Ichimura؛ Reid 2001(  در بازارهاي جهاني برخوردار است
مجموعه كروموزوم ها مي باشند، مي توان از طريق كشت بساك و ميكروسپور كه در وضعيت رسيدگي خاصي هستند به 

تيك بنيادي در گياهان عالي از گياهان هاپلوئيد براي استفاده در برنامه به نژادي و تحقيقات ژن). 1371هنر نژاد (دست آورد 
كشت ميكروسپور يكي از تكنيك هاي موثر و مطمئن براي توليد تعداد زيادي از گياهان  .اهميت زيادي برخوردار است
در اين روش بازيافت تعداد زيادي از گياهان هاپلويئد به علت دارا بودن تعداد زيادي . هموزايگوس به شمار مي رود

پتانسيل توليد گياهان . كه اخيرا به علت مزاياي آن بر كشت بساك، مورد توجه قرار گرفته استميكروسپور روشي است 
هاپلوئيد در كشت ميكروسپور بالا بوده و توليد سريع لاين هاي خالص از ميكروسپورهاي ايزوله، مهمترين ويژگي آن در 

  ).1384اصلاني و همكاران (برنامه هاي اصلاحي مي باشد 
براي اولين بار در دنيا، كشت ميكروسپور گل ليسيانتوس انجام شد و به نتايج اميدوار كننده اي در زمينه ي  در اين پژوهش

)  كه تنها گل با ارزش شاخه بريده ي دگرگشني است كه با بذر تكثير مي گردد(رسيدن به القاي آندروژنز در گل ليسيانتوس 
گياهان باغباني و مخصوصا گل ها براي اولين بار در ايران با روش كشت در اين پژوهش هاپلوئيدي در همچنين  .دست يافتيم

ميكروسپور به عنوان مناسب ترين و پر عملكردترين روش موجود، كه به عنوان جايگزيني براي ساير روش هاي اصلاحي 
يق كشت بساك در گياهان لازم به ذكر است كه تا به حال آندروژنز تنها از طر. (سنتي در دنيا شناخته شده است، انجام شد
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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 . يه گرديدمواد گياهي مورد استفاده در اين پژوهش از گلخانه اي در شهرستان پاكدشت ته

علت انتخاب اين رقم، نتايج آزمايش هاي انجام شده بود، كه اين رقم را (استفاده شد  'Mariachi Pure White'سفيد 
به عنوان يك رقم پاسخگو به آندروژنز شناخنه بوديم و همچنين اين رقم بيشترين سطح زير كشت و فروش را در بين ارقام 

آزمون هاي سيتولوژيكي به منظور  تشخيص بهترين مرحله ي تكامل دانه ). ليسيانتوس به خود اختصاص داده استموجود 
و بهترين رابطه مرفولوژيكي با اين مرحله در آزمايشگاه سيتوژنتيك و اصلاح گياهان باغباني گروه ) 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 

به كشت آزمايش هاي مربوط  .)1389فخرائي و همكاران (تعيين گشت mm 35تا  mm 25اي، مرحله تك هسته
ضد عفوني و . ميكروسپور گل ليسيانتوس در آزمايشگاه كشت بافت و بيوتكنولوژي پرديس ابوريحان دانشگاه تهران انجام شد

 5/3هيپوكلريت سديم  ml 40 -30ميلي ليتري حاوي  50گندزدايي غنچه ها در زير هود اير لامينار فلو در داخل فالكون 
گندزدايي وسايل و ظروف حاوي آب مقطر . از آن سه مرتبه با آب مقطر شستشو شددرصد با تكان دادن انجام گرفت و پس 

بار در اتوكلاو انجام گرديد؛ اما با توجه به حساس بودن بعضي ويتامين ها و  2/1و فشار  C°121و محيط استخراج با دماي 
  .ي شدميكروني گندزداي 2/0اسيد هاي آمينه به گرماي اتوكلاو، محيط با فيلتر سرسرنگي 

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

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

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

با سر سنپلر گندزدايي شده برداشته و پس از اضافه كردن مجدد محيط استخراج يك بار ديگر با همان دور و زمان سانترفيوژ 
در صد  13با  NLNمحيط مايع  ml 5 -4در ادامه . تر از مرتبه قبل بود، را بر داشتيماين مرتبه روشناور را كه روشن. كرديم

به رسوب ميكروسپور ته فالكون اضافه كرده و چند بار به هم مي زنيم تا سوسپانسيون كاملا يكنواخت  pH=8/5ساكارز و 
ريخته و سپس تنظيم كننده هاي رشد را بر اساس تيمار ها به  cm 6ري هاي در پت NLN-13از محيط مايع  ml 6. گردد
  . ها اضافه نموديمپتري

در اين پروژه تاثير تنظيم كننده هاي رشد را در القاي هاپلوئيدي ليسيانتوس از طريق كشت ميكروسپور مورد بررسي قرار 
از . سه سطح غلظت از دو نوع تنظيم كننده رشد انجام گرفتاين پژوهش در قالب طرح كاملا تصادفي، با فاكتورهاي .  داديم

 Cistu´e؛ Pulli 2000و  mg/l 5/0 )Milewska-Pawliczuk 1987( ،mg/l 1 )Guoميزان هاي با  D-2,4سه سطح 
 Pulliو  Guo( mg/l 1/0ح كينتين با مقادير و سه سط )2001و همكاران  Mofidabadi( mg/l 2، )2006و همكاران 

2000( ،mg/l 5/0 )Oleszczuk  ؛2004و همكاران Mofidabadi  2001و همكاران( ،mg/l 1 )Cistu´e  و همكاران
  .استفاده شد )2006
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پس . از سوسپانسيون حاوي ميكروسپور به پتري ها اضافه و هر پتري را با دو دور پارافيلم درزگيري كرديم lµ 200پس از آن 
تحول و تغييرات ميكروسپورها، يك . و شرايط تاريكي انكوبه شدند C°25اي از اعمال پيش تيمارهاي مناسب، پتري ها در دم

  .ماه پس از كشت با ميكروسكوپ اينورت موجود در پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي مشاهده گردد
 :نتايج و بحث

گامتوفيتيكي به  كه اولين مرحله تغيير مسير(و كينتين به مرحله متورم شده ميكروسپور  D-2,4تمام تيمارهاي هرموني 
در . كينتين در اين مرحله متوقف شد mg/l 5/0با  mg/l 1 2,4-D؛ اما تيمار )الف- 1شكل (رسيدند ) اسپروفيتيكي است

كينتين، علاوه بر تورم ميكروسپور، ديواره ميكروسپور تركيد و  mg/l 5/0با  mg/l 1 2,4-Dي تيمارهاي به جز تيمار همه
 mg/l 5/0 2,4-Dتنها در تيمار  ).ب- 1شكل (ع به خارج شدن از ديواره ميكروسپور كردند سلول هاي ميكروسپورهاي شرو

 mg/lديده شد؛ همچنين در تيمار ) مالتي سلولار(كينتين تقسيم سلولي صورت گرفت و  و ساختار چند سلولي  mg/l 5/0با 
2 2,4-D  همراهmg/l 1  2شكل (كينتين ميكروسپور ها شروع به تقسيم سلولي كردند.( 

  ب        الف      
  تركيدن ديواره ميكروسپور، در چند تيمار به كارگرفته شده -ميكروسپور متورم و ب  -الف) 1شكل 

  ب الف                                                                 
 mg/lشروع به تقسيم سلولي در تيمار ) ب و تينكين mg/l 5/0با  mg/l 5/0 2,4-D ساختار چند سلولي در )الف )3شكل 

2 2,4-D  همراهmg/l 1 كينتين 

در فرآيند القاي هاپلوئيدي از طريق كشت ميكروسپور نياز به تغيير مسير گامتوفيتيكي به اسپروفيتيكي است، كه در اين فرآيند 
ايجاد مي گردد و در نهايت ) مالتي سلولار( ابتدا ميكروسپورها متورم مي شوند؛ سپس با تقسيم سلولي، ساختار چند سلولي

جنين هاي هاپلوئيد از اين ساختار چند سلولي پديد مي آيند و پس از انتقال به محيط بازايي مناسب تبديل به گياهچه هاپلوئيد 
  .مي شوند

اميدوار كنند براي ادامه مشاهده ساختار چند سلولي در كشت ميكروسپور اين گل با ارزش، براي اولين بار در دنيا، نتيجه اي 
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

شت ميكروسپور و توليد گياهان هاپلوئيد در ارقام ك. 1384. ع. ، خواجه احمد عطاري، ا.ر. ، قنادها، م.، مظفري، ج.اصلاني، ف
  .339- 331):2(36. مجله علوم كشاورزي ايران). Brassica napus(مختلف كلزا 

. خانلومهدي يونسي حمزهشيوا عزيزي نيا، محمود لطفي، مهران عنايتي شريعت پناهي، محمد مهدي فخرائي، مصطفي عرب، 
با  Eustoma grandiflorumدر چند رقم گل ليسيانتوس ) ميكروسپوروژنز(بررسي مراحل تكامل دانه گرده . 1389

  .ايران. دومين كنگره ملي تخصصي زيست شناسي محققان سراسر كشور. استوكارمن



٣٧۴ 
  دانشگاه صنعتي اصفهان،1390شهريور ماه  17تا  14 ،هفتمين كنگره علوم باغباني ايران

  

 Hordeum(اثر محيط كشت مختلف بر جنين زايي و تشكيل گياهان هاپلويئد از ميكروسپورهاي جو . 1372. هنر نژاد، ر

vulgare L. .(24. وم كشاورزي ايرانمجله عل)28-16):4و3. 
A. J. MOFIDABADI, A. JORABCHI, S. SHAHRZAD, F. MAHMODI. 2001. New Genotypes 

Development of Populus euphratica OLIV. Using Gametoclonal Variation. Silvae Genetica. 50:275–
279. 
Guo, Y.-D., Pulli, S. 2000. An efficient androgenic embryogenesis and plant regeneration method 
through isolated microspore culture in Timothy (Phleum pratense L.). Plant Cell Reports. 19:761-767. 
Ichimura, K.; Korenaga. M. 1998; Improement of vase life and petal color expression in several 
cultioars of cut Eustoma flowers using sucrose with 8-hydroxyquinoline sulfate. Bull. Natl. Res. Veg. 
Ornam. Plants & Tea. Japan. 13:31-39. 
L. Cistu´e, M. Soriano, A. M. Castillo, M. P. Vall´es, J. M. Sanz, B. Ech´avarri. 2006. Production of 
doubled haploids in durum wheat (Triticum turgidum L.) through isolated microspore culture. Plant 
Cell Rep. 25: 257–264. 
Milewska-Pawliczuk, E. 1987. Induction of androgenesis in vitro in various genetic forms of Secale 
cereal. Biologia Plantarum. 29:295-298. 
Reid, M. S. 2001. Cut flowers and Greens. Department of Environmental Horticulture, University of 
California, Davis, CA. 
S. Oleszczuk, S. Sowa, J. Zimny. 2004. Direct embryogenesis and green plant regeneration from 
isolated microspores of hexaploid triticale (× Triticosecale Wittmack) cv. Bogo. Plant Cell Rep. 
22:885–893. 

  
Assessment of interplay different density of kinetin and 2,4-D in haploid induction in Lisianthus 

(Eustoma grandiflorum) via microspore culture 
Mohammad Mehdi Fakhraei1, Mostafa Arab 2, Mehran E. Shariatpanahi3,  

Mahmoud Lotfi2, Shiva Azizinia2, fatemeh zelanvar4 

Abstract 
lisianthus flower of Eustoma grandiflorum from the family of Gentianaceae and partly new  product 
that quickly set on ten over class from the pot flower in the world. Cultured microspore of lisianthus 
flower in this research for the first time in a world. For use in program haploid plants on the Strain and 
basic genetic Researches in high plants have much importance. Cultured microspore is one of the 
Impressive and ensure techniques for  Production too many of homozygous plants.; that recently 
regarded  because of that  benefit scale to  anther. In this project survey effect of growth regulator 
inlisianthus haploid induction from the way of microspore culture. Survey interplay of three level on 
density (0/5, 1 and 2 mg/l) 2, 4-D and three Scales 0/1, 0/5 and 1 kinetin. In attendance 0/5 mg/l 2,4-D 
with 0/5 mg/l kinetin accomplish cell division and saw multi cellular structure; also in Attendance 2, 
4-D 2mg/l with 1mg/l kinetin microspores start to cell division. 
Keywords: Lisianthus flower, Haploid, Microspore culture, Kinetin, 2,4-D, Plant growth regulators 

  


