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 چكيده

ویژه کشت میکروسپور است. نتایج  ها آندروژنز به های متعددی برای تولید گیاهان هاپلوئید وجود دارد که یکی از انواع کارآمد آن روش

زایی میکروسپور مؤثر است. در آزمایش اول اثرر   منزلۀ یک عامل محرک، در القای رویان دهد که اعمال تنش به متعدد نشان می مطالعات

 PEG-4000و در آزمایش سوم اثرر   D-2,4تیمار دمایی شامل تنش سرما و تنش گرما به همراه کنترل بررسی شد. در آزمایش دوم اثر 

بالای محیط القرا، اترانول و همینریو دور برالای سرانتریدیوژ در       pHهای دیگری شامل  دامه از تنشدر محیط کشت بررسی شدند. در ا

مدت یک روز تقسیم سلولی صورت گرفت؛ همینیو با  به C 4˚تیمار سرمایی  القای آندروژنز استداده شد. نتایج نشان داد که بر اثر پیش

مدت یرک روز کارآمردتریو    به C 35˚تیمار  های دمایی، پیش شد. از میان تنش مدت دو روز تقسیم سلولی ایجاد به C 35˚تنش گرمایی 

بود؛ که موجب ایجاد بیشتریو  گرم بر لیتر میلی 25برای القای آندروژنز، غلظت  D-2,4تنش، در القای آندروژنز بود. بهتریو تیمار تنش 

 5/6هرای   pHمگاپاسکال مشاهده شد.  -84/0ت مطلوب با تیمار اتیلو گلیکول نیز بیشتریو تغییرا سلولی شد. در تنش پلی ساختار چند

تیمار سانتریدیوژ برا دور برالا، فقرط سربب تولیرد       سلولی شدند. پیش سبب شروع تقسیم سلولی میکروسپورها و ایجاد ساختار چند 7و 

 میکروسپورهای متورم شد.

 .D-2,4؛ PEG-4000های شیمیایی، کشت میکروسپور،  های دمایی، تنش تنش ها: واژه كلید
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 مقدمه

از  Eustoma grandiflorumبررا نررام علمرری   1لیسرریانتو 

منزلرۀ یرک    است، که در باغبانی بره  Gentianaceaeخانوادۀ 

بریده در بیشرتر نقراد دنیرا     گل گلدانی، فضای آزاد و شاخه

شود و در بازارهای جهرانی اهمیرت زیرادی دارد     کشت می

ول نسبتاً جدیدی اسرت،  (. لیسیانتو  محص29 و 20 ،16)

بریردۀ دنیرا    سرعت در ردۀ ده گل برتر شاخه به با وجود ایو

که علت ایو موضوع فررم و شرکل زیبرا،      قرار گرفته است

فررد   دوام و عمر پس از برداشت بالا و رنگ آبی منحصر به

بریده، گلدانی  عنوان گل شاخه طور گسترده به که به  آن است

ود. ایو گل زیبا علاوه برر رنرگ   ش و فضای آزاد استداده می

های متعددی  روش (.17)ها را دارد  ها و فرم آبی انواع رنگ

برای تولید گیاهان هاپلوئید و به دنبال آن گیاهان هاپلوئیرد  

آندروژنز است،   ها روش مضاعف وجود دارد که یکی از آن

شرود   که به دو روش کشت بساک و میکروسپور انجام مری 

ترریو روش ممکرو بررای رسریدن بره       ع(. آندروژنز سری2)

هرای   شردن پرژوهش   هموزیگوسیتی است که موجب آسران 

 (.9) شود اصلاحی و ژنتیکی می

زایی  ای، در تمایز و رویان منزلۀ یک عامل جرقه تنش به

(. انرررواع 32و  3میکروسرررپور لازم و ضرررروری اسرررت )

شررده در  زای برره کررار برررده تیمارهررای متررداول تررنش پرریش

تیمارهای سرما، گرما، گرسنگی  اند از: پیش تآندروژنز عبار

هرا )جرا ب آب( و    )ازت و منبع کربوهیدرات(، اسرمولیت 

(. 9ساز مثل گامرا )  پرتودهی گرده با دز پاییو پرتوهای یون

کننردۀ   منزلرۀ ترنش القرا    اتانول و سانتریدیوژ برا دور برالا بره   

و  24گزارش شده اسرت )  Brassica napusزایی در  رویان

هایی که جدیرداً در القرای آنردروژنز بره کرار       ز تنش(. ا25

هرای   کننرده  برالای محریط و القرا    pHتوان به  شده می گرفته

                                                           
1. Lisianthus  

 (.32و  3اشاره کرد ) 2PEGو  D-2,4شیمیایی مانند 

بار در دنیا،  کشت میکروسپور در لیسیانتو  برای اولیو

طی ایو پژوهش انجام شد. شایان  کرر اسرت، لیسریانتو     

ای  بریرده  ارزش و تجراری شراخه   های برا  گل یکی از معدود

شرود و کشرورمان    است که از طریق جنسی )بذر( تکثیر می

یرا نشرای    F1ها برذر   سالانه اقدام به واردات مستقیم میلیون

کنرد. برا توجره بره اینکره آنردروژنز        حاصل از بذر آن مری 

تریو و  پذیرتریو، سریع مخصوصاً کشت میکروسپور توجیه

ش هاپلوئیدی است و هاپلوئیدی اولیو گام تریو رو پربازده

های اینبررد   با ایجاد لایو F1در رسیدن به تولید بذر هبیرید 

عنروان نقطرۀ    تواند بره  (، ایو پژوهش می33و  32، 3است )

ارزش و تجراری از   ایو گل با F1آغازی در دستیابی به بذر 

های بیوتکنولوژی در دنیرا   های نویو و روش طریق فناوری

گل  F1شود. همینیو با توجه به اینکه تمامی بذر محسوب 

شرود و در   و سبزی کشور تنها از طریق واردات ترممیو مری  

بار کشت میکروسپور یک محصول  ایو پژوهش برای اولیو

عنروان   تواند بره  باغبانی در ایران انجام شد، ایو پژوهش می

سازی ایو فنراوری نرویو در اصرلا  و     گامی مؤثر در بومی

ایو محصول و سایر محصولات براغی تلقری    F1ر تولید بذ

)دمایی،   ثیر انواع تنشمارزیابی تشود. هدف از ایو پژوهش 

های شیمیایی  بالا، سانتریدیوژ با دور بالا و تنش pHاتانول، 

از طریرق   در القای آندروژنز لیسریانتو   (PEGو  D-2,4با 

 کشت میکروسپور بود.

 

 ها مواد و روش

 ماریراچی »ر ایو پژوهش رقم پرطرفردار  شده د رقم استداده

ای در شهرسرتان پاکدشرت    بود که از گلخانره  3«وایت پیور

تهیه شد. ایو رقم بیشتریو سطح زیر کشت و فروش را در 

                                                           
2. Polyethylene glycol 

3. Mariachi Pure White’ 
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بیو ارقام موجود لیسیانتو  به خود اختصاص داده است و 

تریو ارقام لیسیانتو  اسرت. در   طرفدارتریو و تجاری از پر

وایرت پاسرخگوتریو    پیرور  م ماریاچیهای قبلی رق گزارش

(؛ همینریو  5رقم به القرای آنردروژنز معرفری شرده برود )     

عبارتی بهترریو   پاسخگوتریو مرحله به القای آندروژنز و به

گرررده برررای کشررت میکروسررپور در  مرحلررۀ تکرراملی دانرره

( و انردازۀ  5ای شرناخته شرد )   هسرته  لیسیانتو  مرحلۀ تک

تعییو  متر سانتی 5/3ر  5/2 ای، هسته غنیۀ گل در مرحلۀ تک

های  در ایو پژوهش نیز از همیو رقم و غنیه (.8و  6شد )

ای بودند استداده  هسته که در مرحلۀ تک متر سانتی 5/3ر  5/2

 شد.

 در لیسیانتو  میکروسپور کشت به مربود های آزمایش

 ابوریحران  پرردیس  بیوتکنولروژی  و بافت کشت آزمایشگاه

 حاوی ظروف و وسایل گندزدایی .دش انجام تهران دانشگاه

 2/1 فشرار  و C°121دمرای   با جداسازی محیط و مقطر آب

وسرایل   از اتوکلاو و برخری  در 1مربع متر سانتی بر کیلوگرم

 بعضری  برودن  حسرا   به توجه با اما گرفت؛ انجام در آون

محریط   اتروکلاو،  حررارت  بره  آمینره  های اسید و ها ویتامیو

ضرد   .شد گندزدایی میکرونی 2/0 سرسرنگی فیلتر با کشت

 داخرل  در 2لامینرار  هرود  زیرر  هرا  غنیه گندزدایی و عدونی

 تیر پوکلریهلیتر  میلی 40ر  30حاوی  لیتری میلی 50 فالکون

 مردت  به دادن )درون یخ و شیکر(، تکان با درصد 5/3 میسد

 مقطرر  آب برا  مرتبره  سره  آن از پس و گرفت انجام دقیقه 15

منظور از بریو رفرتو    ت که بهشایان  کر اس .شد وشو شست

هرای گنردزدایی،    احتمال مرگ میکروسپورها تمرام محلرول  

مقطر، محیط جداسازی میکروسپور و محیط کشت قبل  آب

 نگهداری شدند. C°4از استداده در یخیال 

بساک قرار گرفرت.   30تا  25ای  درون هر ظرف شیشه

                                                           
1. Kg/cm2 

2. Air laminar flow hood 

برای جداسازی میکروسپورها از بساک غنیۀ لیسیانتو  با 

برا   B5شده از محیط جداسرازی   های انجام وجه به ارزیابیت

استداده شد و برا کمرک    6مساوی  pHدرصد ساکارز و  13

ای  مغناطیسی )که توسط همزن حرارتی درون ظروف شیشه

شررد( جداسررازی انجررام شررد. پررس از جداسررازی      مرری

شرده   میکروسپورها، سوسپانسیونی از میکروسپورهای جردا 

سرت آمرد. ایرو سوسپانسریون در     د در محیط جداسازی به 

 58شررده از الررک آزمایشررگاهی  شرررایط کرراملاً گنرردزدایی

میکرومتری عبور داده شد و در ارلو قرار گرفت؛ سپس هر 

ریختره و   لیترر  میلی 50از آن را در یک فالکون  لیتر میلی 30

 وژیدیسرانتر  ها در سانتریدیوژ قرار داده شرد. دو برار   فالکون

منظررور  برره 3دور در دقیقرره 1400 بررا قررهیدق پررنج مرردت برره

سازی و رسوب میکروسرپورها انجرام شرد     جداسازی، پاک

محریط   لیترر  میلری  5تا  4آمده  دست (. در راستای نتایج به7)

4مایع 
NLN (23 با )درصد ساکارز و  13pH  به  8/5مساوی

رسوب میکروسپور ته فالکون اضافه شد و چند بار به هرم  

 (.4یکنواخت شود ) زده شد تا سوسپانسیون کاملاً

 

تیمارهیای ررارتیی و    پییش  : بررسی اثر انواع1 آزمایش

 دمایی

دمایی شامل تنش سرمایی یک و دو روز   اثر پنج تیمار تنش

( و تنش گرمایی یک و دو 34و  10 ،14، 18 ،27) C 4˚در 

 ( و بدون تنش دمایی، بررسی شد. 31) C 35˚روز در 

 

 D-2,4 : القای تنش شیمیایی با2 آزمایش

هرای   کنندۀ تنش شریمیایی برا غلظرت    منظور القا به D-2,4از 

و  12، 1اسرتداده شرد )   گرم بر لیترر  میلی 45و  35، 25، 15

هررا  (. ابترردا رسرروب میکروسررپورها داخررل میکروتیررو 15

                                                           
3. rpm 

4. Lichter media 
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به  D-2,4های مورد نظر  ریخته شد و پس از افزودن غلظت

د؛ دقیقره در دمرای اتراگ نگهرداری شردن      30مدت  ها به آن

 rpmسپس با همان زمان و دور اولیره )پرنج دقیقره برا دور     

برا   NLN( سانتریدیوژ شدند. در ادامره محریط مرایع    1400

به رسوب میکروسپور  8/5مساوی  pHدرصد ساکارز و  13

ته فالکون اضافه و چند بار به هم زده شد تا سوسپانسریون  

 (.15کاملاً یکنواخت شود )

 PEGبا : القای تنش شیمیایی 3آزمایش

منزلرۀ یرک اسرمولیت     که به PEGاثر تنش با مادۀ شیمیایی 

صرورت   را کره بره   PEG-4000کند، مطالعره شرد.    عمل می

و  -01/1، -84/0، -61/0جامررد اسررت، در چهررار تیمررار   

های کشت حل شد و پرس از   مگاپاسکال، در محیط -34/1

گندزدایی محیط و انجرام مراحرل کشرت، اثرر هرر یرک از       

اسرا  پروتکرل    قای آندروژنز بررسی شد )برر تیمارها بر ال

 (.22و  21شده در منابع  ارائه

 : اتانول4 آزمایش

لیترر برر    میلری  100و  70، 50، 30اثر اتانول در چهار تیمار 

شرده   اسا  پروتکل ارائه در القای تنش بررسی شد )بر لیتر

 (.26در منبع 

 بالا pH: تنش 5آزمایش

شامل  NLN-13حیط مایع بالا م pHدر ایو آزمایش اثر سه 

در القای آنردروژنز در لیسریانتو  بررسری     5/7و  7و  5/6

 (.11شده در منبع اسا  پروتکل ارائه شد )بر

 : تنش سانتریفیوژ با دور بالا6آزمایش

 g 11000در آزمررایش ششررم اثررر دور بررالای سررانتریدیوژ )

(rpm 97/8098به ))  منزلرۀ   دقیقه قبل از کشت بره  30مدت

ر القای آنردروژنز میکروسرپورهای لیسریانتو     یک تنش د

 (.25شده در منبع  اسا  پروتکل ارائه بررسی شد )بر

هرای   در پترری  NLNاز محیط مایع  لیتر میلی 6در ادامه 

میکرولیترر از   200ریختره شرد و سرپس     مترر  سرانتی  شش

هرا اضرافه و هرر     سوسپانسیون حاوی میکروسپور به پترری 

هرا پرس از    رزگیرری شرد. پترری   پتری با دو دور پارافیلم د

و شرررایط ترراریکی  C°25تیمارهررا، در دمررای  اعمررال پرریش

انکوبه شدند. تحول و تغییرات میکروسپورها پس از کشت 

موجررود در  1کررردن، بررا میکروسررکو  اینررورت  و انکوبرره

ر  پژوهشکدۀ بیوتکنولوژی کشاورزی ایرران )سراخت ژاپرو   

 ( مشاهده شد.2شرکت نیکون

 

 نتایج و بحث

 تیمارهای ررارتی و دمایی پیش : بررسی اثر انواع1 یشآزما

رفت در کشت میکروسپورها بردون   طور که انتظار می همان

( تغییر مشهودی در سراختمان  C 25˚تنش دمایی )در دمای 

و ساختار میکروسپورها ایجاد نشد، که علت ایو پدیرده را  

 کننده برای تغییرر مسریر   توان به وجودنداشتو عاملی القا می

گامتوفیتی به اسپروفیتی میکروسپورها در ایو تیمار ارتبراد  

مردت یرک روز    به C 4˚تیمار سرمایی  (. بر اثر پیش32داد )

تیمرار   ر الف(، که ایو پیش 1 تقسیم سلولی انجام شد )شکل

 Capsicum)دمایی با همان مدت یرک روز در فلدرل تنرد    

annuum L.) (34و به )  مدت دو روز در رقمMartondur1 

 Brassica)( و کلرزا  Triticum turgidum L.( )10گنردم ) 

napus L.) (14   و در مدت هدت روز در ژنوتیر )G459 

زایی شرد و همینریو    ( سبب ایجاد بیشتریو رویان27کلزا )

هرای   تیمرار  تیمار سررمایی از سرایر پریش    در سیب ایو پیش

ای اسررپوروفیتی  سررازی مسرریر توسررعه   دمررایی در فعررال 

 (. 18کارآمدتر بود ) میکروسپورها

دو مکانیسم پیشنهادی برای اثر سرما در القای آندروژنز 

شردن دو   در کشت میکروسرپور وجرود دارد. یکری سراخته    

هرای   )برا نرام   3HSPهرای حرارتری    پروتیو از نوع پرروتیو 

tom66  وtom111 هرا   ( هست، که برای محافظت از سرلول

                                                           
1. Inversion microscope 

2. NIKON 

3. Heat-Shock Protein 
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نام مشخص  شوند که با مکانیسمی در برابر سرما ساخته می

ایو دو پروتیو سبب تغییر مسیر گرامتوفیتی بره اسرپروفیتی    

(. مکانیسررم دیگررر 32و  30، 3شررود ) میکروسررپورها مرری

شدن مراحل رشد فیزیولوژیکی است کره موجرب    تر آهسته

شود و گرسنگی به نوبت  کمبود مواد غذایی و گرسنگی می

خررود موجررب تغییررر مسرریر گررامتوفیتی برره اسررپروفیتی     

 (.32و  3شود ) رها میمیکروسپو

مدت دو روز تقسریم سرلولی    به C 35˚با تنش گرمایی 

شرده در کشرت    ر ب(، که با نتیجۀ انجرام  1ایجاد شد )شکل

های دمایی،  (. از میان تنش31میکروسپور انگور منطبق بود )

مدت یرک روز کارآمردتریو ترنش برر      به C 35˚تیمار  پیش

شردن   ترورم شده برود، کره پرس از م    میکروسپورهای کشت

ر د(،  1 ر ج( و تقسیم سرلولی )شرکل   1 میکروسپورها )شکل

ر ه(. در ترنش   1 کاملاً نمایان شد )شکل 1سلولی ساختار چند

گرمایی نیز دو مکانیسم در کشت میکروسپور وجرود دارد.  

هرای   هایی از نوع پروتیو شدن پروتیو اولیو مکانیسم ساخته

اسررت کرره سرربب اخررتلال در سرراخت      HSPحرارترری 

هررای  هررای گررامتوفیتی و موجررب تولیررد پررروتیو  پررروتیو

هرا از مررگ    شروند و همینریو ایرو پرروتیو     اسپروفیتی می

مانرردن  کننررد و سرربب زنررده   هررا ممانعررت مرری   سررلول

میکروسپورهای تغییر برنامه یافته بررای حرکرت در مسریر    

شوند. مکانیسم دیگر تغییر در مراحرل تمرایز    اسپروفیتی می

هش فعالیرت پرروتیو کینراز    سلولی اسرت کره موجرب کرا    

شود. ایو دو مکانیسم سبب تغییر مسریر گرامتوفیتی بره     می

 (. 32و  3شود ) اسپروفیتی میکروسپورها می

 

 
گرمایی  تنش؛ ب( تقسیم سلولی میکروسپورها با مدت یک روز به C 4˚تیمار سرمایی  . الف( تقسیم سلولی میکروسپورها با پیش 1  شکل

˚C 35 تیمار  پیشسلولی، میکروسپورها با  شدن؛ د( تقسیم سلولی؛ ه( ساختار چند ؛ ج( متورممدت دو روز به˚C 35 1یک روز مدت به 

                                                           
1. Multicellular 
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، یررک NtDCN1گررزارش شررد کرره ژن  2011در سررال 

اسید آمینه )که بر اثرر   259کیلو دالتونی متشکل  30پروتیو 

تکامل رشد و نمو ریزی و  تنش گرمایی موجب تغییر برنامه

کنرد.    گذاری می شود( را رمز میکروسپور توتون و تنباکو می

مانع از تغییر  NtDCN1حاصل از  RNAiها دریافتند که  آن

مسیر گرامتوفیتی بره اسرپروفیتی میکروسرپورها و تشرکیل      

منزلرۀ یرک    (. تنش گرمرایی بره  19شود ) رویان هاپلوئید می

شده  از ویژگی شناختهدهندۀ توسعۀ مسیر میکروسپور،  تغییر

نهایت سبب ایجاد رویران   در بسیاری از گیاهان است که در

 (.19شود ) و گیاه هاپلوئید از میکروسپور می

 D-2,4شیمیایی با  القای تنش: 2 آزمایش

 گرم برر لیترر   میلی 35و  15با غلظت  D-2,4در تیمار تنش 

تغییری مشاهده نشد. با اعمرال تیمارهرای ترنش شریمیایی     

2,4-D  میکروسرپورها   گرم برر لیترر   میلی 45و  25با مقادیر

شروع به تقسیم سرلولی کردنرد و تقسریم سرلولی در ایرو      

(. در تیمرار  ر الرف و ب  2 تیمارها مشاهده شرد )شرکل   پیش

سرراختار  گرررم بررر لیتررر میلرری 25بررا غلظررت  D-2,4 تررنش

بهتریو تیمار (. ر ج 2 وضو  نمایان بود )شکل سلولی به چند

گررم برر    میلی 25القای آندروژنر، غلظت  برای D-2,4تنش 

 . سلولی شد ایجاد بیشتریو ساختار چند سبببود؛ که  لیتر

 35و  25 هرای برا   غلظرت در کشت میکروسرپور کلرزا   

دسرت   زایی بره  بیشتریو میزان رویان D-2,4 گرم بر لیتر میلی

همانند نتایج ایرو   D-2,4 گرم بر لیتر میلی 15غلظت آمد و 

(. برا اعمرال   15را در کلزا داشت ) و کاراییپژوهش کمتری

 35و  25، 15دقیقرره بررا میررزان  30مرردت  برره D-2,4تررنش 

در کشت میکروسپور گندم نان رقم فرلات   گرم بر لیتر میلی

خرلاف نترایج    زایی مشاهده شرد. برر   در تمام تیمارها رویان

شده در گندم، در ایو پژوهش و همینیو در کلرزا،   مشاهده

در تعداد رویران اخرتلاف    D-2,4 گرم بر لیتر میلی 15تیمار 

( داشت اما ایو D-2,4معناداری با شاهد )بدون اعمال تیمار 

منزلۀ برترریو تیمرار القرای     تیمار در گندم نان رقم فلات به

 . (1تنش در کشت میکروسپور شناخته شد )

 2,4-D تنها اثر هورمون رشردی دارد، بلکره اگرر در     نه

عنروان یرک تیمرار     تواند بره  ه شود میهای بالا استداد غلظت

زا در القای آندروژنز کشت میکروسرپور بره کرار رود     تنش

 برا بررسری کرل    2006(. رگیون و همکراران در سرال   15)

علاوه بر  D-2,4الگوی بیان ژنوم آرابیدوپسیس نشان دادند 

هرای رشرد مثرل انرواع دیگرر       کننده های متداول تنظیم نقش

توانرد بررای اعمرال     یک اسرید، مری  ها، اتیلو و ابسیز اکسیو

-2,4(. 28تقسیم و گسترش سلول نقش تنشی داشته باشد )

D    ،توانرد   مری  با تغییرات در فیزیولروژی و بیران ژن سرلول

هاپلوئیرد   رویران نقش احتمالی در ایجاد تنش برای تولیرد  

 . (13باشد )داشته 

 (ANTI-AUXIN-RESISTANT 3, AAR3)ژن 

At3g28970 همولروگ برا ژن    درصرد  45 در آرابیدوپسیس

NtDCN1  ر اثرر ترنش گرمرا    بتوتون و تنباکو دارد )ژن که

 تغییر مسیر گامتوفیتی به اسرپروفیتی میکروسرپورها  موجب 

، کره در آرابیدوپسریس بره فعالیرت ریشره پاسرخ       شود( می

توان پیشرنهاد کررد کره ایرو ژن      می ،(. بنابرایو19دهد ) می

تغییرر مسریر   و برا  فعرال شرود    D-2,4توسط اکسیو از نوع 

زایری   رویران  سربب  گامتوفیتی به اسپروفیتی میکروسرپورها 

هرای   حال ایو فرضریه بایرد آزمرایش    ایو هاپلوئیدی شود. با

روی  D-2,4گذاری تیمار  د. زمان لازم برای اثرشوتری  دقیق

های  میکروسپورها )کمتر از یک ساعت( در مقایسه با سلول

کمترر اسرت و ایرو     سوماتیکی )بیشتر از یرک روز( خیلری  

تواند ناشی از حساست برالاتر میکروسرپورها بره تیمرار      می

2,4-D ( به15باشد .) 2,4 توان پیشنهاد کرد که می ،کلی طور-

D زا و یرا   های رویان کردن ژن طور مستقیم از طریق فعال به

مستقیم با اثر بر روی بیان مسریر تولیرد اکسریو،     طور غیر به

تغییررر مسرریر گررامتوفیتی برره  اترریلو و ابسرریزیک اسررید بررا

زایری هاپلوئیردی را    شرایط رویان اسپروفیتی میکروسپورها

   (.15فراهم کند )
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 ج( ؛گرم بر لیتر میلی 45ب(  ؛گرم بر لیتر میلی 25 الف(های:  با غلظت D-2,4 تیمار تنشی در میکروسپورها سلولی تقسیم .2  شکل

 گرم بر لیتر میلی 25ظت با غل D-2,4 تیمار پیش در سلولی ساختار چند
 

بار در دنیا با استداده از تیمرار   برای اولیو 2011در سال 

2,4-D زایری در   تنهایی موفق به القای آندروژنز و رویران  به

در کلرزا،   تیمار شریمیایی نرو   در کل ایو پیشکلزا شدند اما 

در نترایج ایرو    داشت؛ نسبت به تنش گرمایی بازده کمتری

شیمیایی در گیاهانی که به  ایو تنش نوپژوهش پیشنهاد شد 

سریو   های متداول مثل گرما، سرما، گرسنگی و کلشری  تنش

دهنرد مناسرب اسرت     دهند و یا سخت پاسخ مری  پاسخ نمی

 تنش یک عنوان به D-2,4شده  پژوهش انجام (. براسا 15)

 گنردم  میکروسرپورهای  زایی رویان آندروژنز و القای در نو

 .(1) شود می معرفی

 PEGالقای تنش شیمیایی با : 3 یشآزما

در  مگاپاسکال -01/1تیمار با  PEG-4000تنش شیمیایی با 

؛ امرا در  ایجاد نکررد محیط کشت تغییری در میکروسپورها 

 -34/1و  -84/0، -61/0تیمارهرای  با  PEGتمام تیمارهای 

الف، ب و ر  3 میکروسپورها متورم شدند )شکل مگاپاسکال

 -84/0و  -61/0ا برررا ترررنش میکروسرررپوره ۀج(. دیررروار

شدن میکروسپور، شروع بره   پس از متورم PEG مگاپاسکال

د و ه(؛ سپس تقسیم سلولی در ایو ر  3 ترکیدن کردند )شکل

ن و و(. بیشتریو تغییرات ر  3 میکروسپورها ایجاد شد )شکل

 مشاهده شد.  مگاپاسکال -PEG 84/0مطلوب در تیمار 

در گیراه   شرده  هش انجامپژو با کاملاً  نتایج ایو پژوهش

(Jatropha curcas) 61/0 تیمارهای از بیو تطابق داشت؛-

 -84/0 تیمررار ،PEG-4000 مگاپاسررکال -01/1و  -84/0، 

در القرای آنردروژنز    PEGتیمار  کارآمدتریو مگاپاسکال را

تیمارهررای  (. ایررو تررنش نیررز از پرریش22گررزارش کردنررد )

آیرد کره    مری حساب  شیمیایی و نو در کشت میکروسپور به

هرای موفرق    کمتر از آن استداده شده اسرت. از دیگرر مثرال   

تروان در   عنوان تنش شیمیایی مری  به PEG-4000استداده از 

 رسرد ترنش شریمیایی    (. به نظر می21گیاه کلزا اشاره کرد )

PEG  با ایجاد تنش اسمزی و کاهش توانایی میکروسپورها

نش نروعی ایجراد تر    در تجزیه و مصررف مرواد غرذایی بره    

سرازی   نهایرت فعرال  درگرسنگی بر روی میکروسرپورها و  

 .(32) دشو ای اسپوروفیتی می مسیر توسعه

 اتانول: 4 آزمایش

میکروسپورها مردند و ترنش اترانول،    بیشتردر تنش اتانول 

ارزیرابی  در لیسریانتو   تیمار مناسبی برای القای آندروژنز 

لری  قب هرای  پرژوهش  بیشرتر آمرده برا    دست نشد که نتایج به

 .(32)مطابقت داشت 



 و همکاران محمدمهدی فخرائی

 

 1393تابستان  بهار و  1 شماره  2دوره 
8 

 
 مگاپاسکال و  -84/0مگاپاسکال؛ ب(  -61/0الف( های:  به میزان PEGتیمار  پیش در شدن میکروسپورها متورم .3  شکل

 مگاپاسکال؛ -84/0مگاپاسکال؛ ه(  -61/0د(  های: به میزان PEGتیمار  میکروسپور با ۀتركیدن دیوار مگاپاسکال؛ -34/1ج( 

 مگاپاسکال -84/0مگاپاسکال؛ و(  -61/0ای: ن( ه به میزان PEGتیمار  یشپ در تقسیم سلولی
 

اتانول میکروسپورهای  لیتر بر لیتر میلی 50تنها در تیمار 

جملره   از (.ر الرف  4 شده محدودی مشاهده شد )شکل متورم

شررده در اسررتداده از اتررانول  معرردود مرروارد موفررق گررزارش

توان به تعداد محردود   یزا در القای آندروژنز م عنوان نتش به

رسد در  (. به نظر می26شده در کلزا اشاره کرد ) رویان تولد

شرده اترانول سربب ایجراد سرمریت در       بیشتر موارد گزارش

 (.32شود ) ها می میکروسپورها و درنهایت مرگ آن

 بالا pH: تنش 5آزمایش

تغییراتری   5/7مسراوی   pHنتیجۀ ایو آزمایش چنیو بود که 

 5/6و  7مسراوی   pHورها ایجاد نکررد امرا   را در میکروسپ

سبب شروع تقسیم سلولی میکروسپورها و ایجراد سراختار   

ر ب و ج(. در کشرت میکروسرپور    4 سلولی شد )شکل چند

و  4/6، 2/6، 6، 8/5، 6/5برابرر   pHکلم از میان تیمارهرای  

در ژنوتیرر   4/6و  2/6مسرراوی  pH، تیمررار تنشرری  6/6
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‘Zhonggan No. 8’ ترایج گرفتره شرد و بیشرتریو     بهتریو ن

(. در گل میمرون و  35زایی هاپلوئیدی به دست آمد ) رویان

سلولی  بیشتریو میزان ساختار چند 5/6مساوی  pHتنباکو با 

میرزان پاسرخ بره     5/8و  8، 7مسراوی   pHایجاد شد اما در 

 آندروژنز کمتریو مقدار بود. 

انرد  تو های بسیاربالا می pHندادن به آندروژنز در  پاسخ

 pHبهینه در کشت میکروسپور ) pHگرفتو از  علت فاصله به

( باشد، که سبب ایجاد شرایط نرامطلوب بررای   8/5مساوی 

 pHکلری، در مرواردی    طور شود. به تقسیم میکروسپورها می

شرود کره    ای میکروسپورها مری  بالا سبب تغییر مسیر توسعه

pH     بررالا بتوانررد بررا جررذب سرراکارز گرسررنگی را برررای

سپورها فراهم کند، اما در مرورد کشرت میکروسرپور    میکرو

گل میمون و تنباکو و ایو پژوهش ظاهراً ایو شرایط تنشری  

 (.35و  32فراهم نشده است ) 7بالای  pHبر اثر کاربرد 

 : تنش سانتریفیوژ با دور بالا6آزمایش

( و rpm 97/8098هزار ) g 11تیمار سانتریدیوژ با دور  پیش

از جداسررازی و قبررل از کشررت  دقیقرره بعررد 30مرردت  برره

میکروسپورها سبب تولید میکروسپورهای متورم در محریط  

 ر د(. 4 کشت شد )شکل

در فراینررد القررای آنرردروژنز نیرراز برره تغییررر مسرریر     

میکروسپورها از مرحلۀ گامتوفیتی به اسپروفیتی اسرت، کره   

شروند و برخری    در ایو فرایند ابتدا میکروسپورها متورم می

کنند؛ سپس با تقسریم سرلولی،    ور تولید میاوقات سوسپانس

هرای   نهایرت رویران   شود و در سلولی ایجاد می ساختار چند

و  32، 3آینرد )  سلولی پدید می هاپلوئید از ایو ساختار چند

برار، کشرت میکروسرپور     (. در ایو پژوهش برای اولریو 33

ای برا   کننرده  لیسیانتو  در دنیا انجام شرد و نترایج امیردوار   

سلولی در زمینۀ رسریدن بره القرای     ه ساختار چنددستیابی ب

دست آمد. شایان  کر اسرت کره    آندروژنز در لیسیانتو  به

بریده و با ارزش تجاری  های شاخه لیسیانتو  از معدود گل

شرود. مراحرل اولیرۀ القرای      بالایی است که با بذر تکثیر می

ترریو،   آندروژنز به روش کشت میکروسپور کره از مناسرب  

 F1یابی بره برذر    های دست و و کارآمدتریو روشتری سریع

(، در ایو پژوهش انجام گرفت. مشاهدۀ 33و  32، 3است )

ارزش،  سلولی در کشت میکروسپور ایو گل برا  ساختار چند

ای بررای ادامرۀ    کننرده  بار در دنیا، نتیجرۀ امیردوار   برای اولیو

 F1کردن مسیر تولید برذر   تر ها در ایو زمینه و کوتاه پژوهش

 ایو محصول را فراهم آورده است.
 

 
 5/6مساوی  pH( تیمار تنش ب :سلولی در ساختار چنداتانول؛ لیتر بر لیتر میلی 50شده در تیمار  سپورهای متورممیکروالف(  .4  شکل

 بالا دور با سانتریفیوژ تیمار تنشی ایجاد میکروسپورهای متورم با پیش د(؛ 7مساوی  pH( تیمار تنش جو 
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 گيری کلی نتيجه

 هرای ترنش  تیمار پریش  شرده  انجامهای  آزمایش ۀاز مجموع

و  1مدت  به C 35˚ گرمای، مدت یک روز به C 4˚سرمایی 

 -84/0، تیمرار  گرم بر لیتر میلی 25با غلظت  D-2,4، روز 2

بهترریو   7مسراوی   pHو همینیو  PEG-4000 مگاپاسکال

شردند.   ارزیابی در لیسیانتو  القای آندروژنز برایتیمارها 

بیشتریو تقسیم سلولی و ساختار  ایو تیمارهای تنشیر اثر ب

، شرده  ارزیرابی  هرای  از میران ترنش   سلولی ایجراد شرد.   چند

مدت یرک روز کارآمردتریو ترنش، در     به C 35˚تیمار  پیش

 بود. لیسیانتو  القای آندروژنز
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