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با رنگ فلورسنتي ( Eustoma grandiflorumارزيابي بهترين روش رنگ آميزي هسته ميكروسپور گل ليسيانتوس 
DAPI و سه معرف استوكارمن، استواورسئين و فوشين(  

، )2( ، شيوا عزيزي نيا)2( ، محمود لطفي)3( ، مهران عنايتي شريعت پناهي)2( ، مصطفي عرب)1( محمد مهدي فخرائي
  )4( فاطمه ظل انوار

 يوتكنولوژيپژوهشكده ب يعلم ئتيعضو ه -3 دانشگاه تهران يگروه باغبان يعلم ئتيعضو ه - 2 اندانشگاه تهر يباغبان اهانيارشد اصلاح گ يكارشناس يدانشجو - 1
  رازيدانشگاه ش يعموم يشناس ستيدانشجو سابق ز - 4 كشاورزي

در بيشتر نقاط دنيا كشت مي شود و محصول نسبتا جديدي است كه به سرعت  Eustoma grandiflorumگل ليسيانتوس 
در اين پژوهش براي اولين بار در دنيا از رنگ . از گل هاي شاخه بريده در دنيا قرار گرفته استدر رده ده گل برتر 

پس از مراحل رنگ آميزي با رنگ فلورسنتي . براي رنگ آميزي هسته ميكروسپور ليسيانتوس استفاده شد DAPIفلورسنتي 
DAPI ساعت در دماي  24، به مدتC˚4  وC˚37 )ميكروسپورها درون ) به عنوان دو تيمار معمولDAPI در . قرار گرفتند

و  210، 180، 120، 60، 30، 15، 5، استواورسئين و فوشين، هر كدام به مدت % 2آزمايش ديگري، از سه معرف استوكارمن 
پاسخ مناسبي دريافت نشد، كه مي تواند به علت سخت و ضخيم بودن ديواره ميكروسپور  DAPIبا . دقيقه استفاده شد 240
استواورسئين معرف مناسبي . دقيقه، هسته به طور مشخص قابل رؤيت بود 180پس از %  2در رنگ آميزي با استوكارمن . دباش

دقيقه، هسته به صورت لكه هاي تيره رنگ  60با معرف فوشين بعد از . جهت رنگ آميزي هسته ميكروسپور شناخته نشد
آميزي براي هسته ميكروسپورهاي ليسيانتوس، استفاده از معرف در نهايت بهترين روش رنگ . درون ميكروسپور ديده شد

  .دقيقه تعيين شد 210و  180به مدت %  2استوكارمن 

  ؛ استوكارمن؛ استواورسئين؛ فوشينDAPIفلورسنتي هسته ميكروسپور؛ رنگ گل ليسيانتوس؛ : كليدي كلمات
  :مقدمه

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

جديدي است كه به سرعت در رده ده گل برتر از گل هاي شاخه بريده در دنيا را به خود اختصاص داده است، كه علت اين 
فرم و شكل زيبا، دوام و عمر پس از برداشت بالا و رنگ آبي منحصر به فرد آن است، كه به طور گسترده به عنوان  موضوع

اين گل زيبا علاوه بر رنگ آبي انواع رنگ ها و فرم ها را دارد . گل شاخه بريده، گلداني و فضاي آزاد استفاده مي گردد
)Harbaugh 2007.(  ر ميكروسپروژنز و مگاسپوروژنز در رقم زرد ليسيانتوس توسط معرف براي نخستين با 2007در سال

ميكروسپروژنز چهار رقم ليسيانتوس با معرف فخرائي و همكاران ). 2007و همكاران   Xinyu(هماتوكسيلين بررسي شد 
  ).1389فخرائي و همكاران (تعيين كردند %  2استوكارمن 

براي رنگ  )DAPI )4’,6-diamidino-2-phenylindoleفلورسنتي  در اين پژوهش براي اولين بار در دنيا از رنگ
در (آميزي هسته ميكروسپور و دانه گرده ليسيانتوس استفاده شد؛ و همچنين سه معرف استوكارمن، استواورسئين و فوشين 

ده ليسيانتوس استفاده گرديد تا به روش مناسبي براي رنگ آميزي هسته ميكروسپور گل شاخه بري) طول زمان هاي متفاوت
 .برسيم
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  :ها مواد و روش
  DAPIرنگ فلورسنتي رنگ آميزي با 

 ml 5/1از محيط كشت حاوي ميكروسپورهاي از قبل كشت شده را داخل تيوب هاي  ml 1ابتدا  ،DAPIبراي رنگ آميزي 
را ) روشناور(يوپ دقيقه سانتريفيوژ شد؛ سپس محيط رويي هر ت 3به مدت ) g314(دور در دقيقه  2000پخش كرديم و در 

 20پس از گذشتن . اضافه شد) 3(الكل اتانول ): 1(محلول اسيد استيك  ml 1برداشته و روي رسوب ته نشين شده به مقدار 
اتانول  ml 1دقيقه مجدد با همان سرعت و زمان سانتريفيوژ شده بعد از برداشت روشناور، روي رسوب باقي مانده به مقدار 

فاصله سانتريفيوژ انجام شد و بعد از برداشتن اتانول بالاي رسوب ميكروسپور، روي رسوب باقي مانده اضافه كرده و بلا%  50
lµ 20 DAPI  وlµ 10  ساعت در دماي  24به منظور ته نشين كرده ميكروسپورها اضافه شد و به مدت %  78گلايسرول

C˚4  و C˚37  ت سانتريفيوژ كرده و رسوب باقي مانده را روي لام ساع 24به عنوان دو تيمار معمول قرار داده شد و پس از
  .گذاشته و بعد از قرار دادن لامل در زير ميكروسكوپ فلورسنت مشاهده شدند

  استوكارمن، استواورسئين و فوشينرنگ آميزي با 
رنگ  ، رسوب ميكروسپورهاي باقي با سه معرف ويژهمحيط كشت حاوي ميكروسپوردر آزمايش ديگري پس از سانتريفيوژ 

، 120، 60، 30، 15، 5، استواورسئين و فوشين، هر كدام به طول زمان هاي % 2استوكارمن ): اسيد نوكلئيك(آميزي مواد وراثتي 
  .دقيقه رنگ آميزي گرديد و سپس با ميكروسكوپ نوري مشاهده شد 240و  210، 180

  :نتايج و بحث
به . است DAPIو استوكارمن مي باشد و دقيق ترين آن  DAPI معمول ترين نوع رنگ آميزي هسته ميكروسپور و دانه گرده،

ساعت در دماي  24به مدت  DAPIفلورسنتي همين منظور پس از كشت ميكروسپور ليسيانتوس، ميكروسپورها را در رنگ 
C˚4 اسخ نگهداري شد و پس از با ميكروسكوپ فلورسنت پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي مشاهده شد؛ كه با اين تيمار پ

ساعت  24به مدت  C˚37از دماي  C˚4در تيمار ديگر به جاي دماي . مناسبي دريافت نشد و هسته ميكروسپور رنگ نگرفت
مشاهده مي شود، ميكروسپورها به طور پراكنده رنگ گرفتند و در اين ) 1شكل (استفاده گرديد؛ كه اين بار همان طور كه در 

پديده رنگ نگرفتن هسته ميكروسپور با تيمارهاي متداول . ص به خود رنگ نگرفتندتيمار نيز هسته ميكروسپورها به طور مشخ
را مي توان به سخت و ضخيم بودن ديواره ميكروسپور ربط دهيم؛ كه در برخي گونه هاي گياهان  DAPIرنگ آميزي با 

  .زينتي و دارويي با ديواره سخت چنين پديده اي سابقه داشته است

                          
 DAPIفلورسنتي رنگ آميزي ميكروسپورهاي ليسيانتوس با رنگ ) 1شكل 

، % 2استوكارمن ، از سه معرف DAPIدر آزمايشي ديگر به منظور دستيابي، بهترين روش جايگزين رنگ آميزي با 
، 5اي زماني، به مدت هر يك از معرف ها با تيماره. استواورسئين و فوشين براي رنگ آميزي هسته ميكروسپور استفاده شد

  .دقيقه به كار رفتند 240و  210، 180، 120، 60، 30، 15
، 5دقيقه هسته به طور مشخص قابل رؤيت بود و رنگ آميزي شد اما در مدت  180پس از %  2استوكارمن در رنگ آميزي با 

%  2اهان زراعي با استوكارمن در صورتي كه رنگ آميزي هسته ميكروسپور گي. دقيقه هسته رنگ نگرفت 120و  60، 30، 15
به %  2دقيقه با استوكارمن  5دقيقه صورت مي پذيرد؛ به عنوان مثال هسته ميكروسپور كلزا در حدود  15در زمان هاي كمتر از 

ميكروسپور ليسيانتوس نشانه اي ديگر براي ضخيم بودن ديواره ي  طور كامل رنگ مي گيرد و دير رنگ گرفتن هسته
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دقيقه در مراحل  210به مدت %  2هسته هاي رنگ آميزي شده با استوكارمن ) 2شكل (در . يسيانتوس استميكروسپور گل ل
دقيقه در مرحله تك هسته اي را مشاهده  210به مدت %  2هسته هاي رنگ آميزي شده با استوكارمن ) 3شكل (تتراد و در 

                                        .كندمي

                                     
  دقيقه 210به مدت %  2استوكارمن رنگ آميزي هسته ميكروسپورهاي ليسيانتوس مراحل تتراد ليسيانتوس با ) 2شكل 

                                  
  دقيقه 210به مدت %  2استوكارمن اي ليسيانتوس با رنگ آميزي هسته ميكروسپورهاي تك هسته) 3شكل 

معرف مناسبي جهت رنگ آميزي هسته ميكروسپور نبود و در تمام زمان ها تنها ديواره ميكروسپور را رنگ  ستواورسئينا
  ).4شكل (آميزي نمود و هسته را نمايان نكرد 

                    
  استواورسئينرنگ آميزي ميكروسپورهاي ليسيانتوس با ) 4شكل 

دقيقه هسته  به صورت  60معرف فوشين در تمام تيمارهاي زماني قرمز رنگ شدند و در ديواره ميكروسپورهاي رنگ شده با 
و  210، 180، 120(دقيقه  60؛ اما در زمان هاي پس از )5شكل (هاي تيره رنگ درون مكروسپور به وضوح نمايان شد لكه

  ).6شكل (ديواره رنگ قرمز تيره به خود گرفت و مانع از نمايان شدن هسته گشت  )دقيقه 240

  ب        الف      
  دقيقه 60فوشين به مدت تتراد، ليسيانتوس با ) ب(اي و تك هسته) الف(رنگ آميزي هسته ميكروسپورهاي ) 5شكل 

                            
  دقيقه 120فوشين به مدت رنگ آميزي ميكروسپورهاي ليسيانتوس با ) 6شكل 

و  180به مدت %  2استوكارمن يزي براي هسته ميكروسپورهاي ليسيانتوس، استفاده از معرف در نهايت بهترين روش رنگ آم
  .دقيقه تعيين شد 210
  :منابع
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Assessment of best method of dyeing microspore of lisianthus flower (Eustoma 
grandiflorum) 

(with DAPI fluorescent dye and three detector  acetocarmine, aceto-orcein and fuchsin) 
Mohammad Mehdi Fakhraei1, Mostafa Arab 2, Mehran E. Shariatpanahi3,  

Mahmoud Lotfi2, Shiva Azizinia2, fatemeh zelanvar4 

Abstract 
in a most local of world cultured Eustoma grandiflorum lisianthus’s flower and Partly new 
Produce that Quickly hold in 10 Prevalent flowers class from Amputate flower in world. in 
this  Research for the first time in world use DAPI fluorescent dye for  lisianthus microspore 
nucleus dyeing. After the stages of dyeing with DAPI fluorescent dye, for 24 hour in 4 
centigrade degree and 3 centigrade degree (such as two Common treatments) microspors set 
in DAPI. In the other test ,use three detector, 2% acetocarmine, aceto-orcein and fuchsin, each 
one for 5,15,30,60,120,180,210and 240 minute. Receipt no Suitable response  with  DAPI, 
that can because of microspore wall strong and thick-set. in dyeing whith  2% acetocarmine, 
after 180 minutes, nucleus Were visible.  Aceto-orcein is not suitable indicator for microspore 
nucleus dyeing. Whit fuchsin indicator, after 60 minutes, nucleus saw such as dark spots in 
the microspore. At the end  the best method of dyeing for lisianthus  nucleus microspores was 
use 2% acetocarmine indicator for 180 and 210 min . 
Keywords: Lisianthus flower, Microspore nucleus, DAPI fluorescent dye, Acetocarmine, 
Aceto-orcein, Fuchsin 

  


