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  دهیچک

عالی مدل  اهیگ کیبه عنوان  و متنوع است يهامشهور با شکل و رنگ ینتیز اهیگ کی) Wendl. Saintpaulia ionantha( ییقایآفر بنفشه
 ـ پژوهش نیا .باشدیمطرح م ياشهیدرون ش طیدر شرا ییجهت مطالعات باززا  ـپلوئ یبا هدف القاء پل ي و بـا اسـتفاده از   اشـه یدرون ش طیدر شـرا  يدی

 شیسین قرار گرفتند. آزماکلشی ماریتحت ت يدر مرحله پرآور ياشهیحاصل از کشت درون ش يهااهچهیانجام گرفت. گ سینهاي مختلف کلشیغلظت
و  24، 18در سه سطح  ماریدرصد و مدت زمان ت 1/0و  05/0، 02/0ت در سه سطح ظبا دو فاکتور غل یتصادف در قالب طرح کاملاً لیبه صورت فاکتور

اي موفقیت آمیز توسط گونهالقاي تتراپلوئیدي به. مورد بررسی قرار گرفت هاي باززایی شدهگیاهچه صفات ظاهري و آناتومیکیساعت انجام گرفت.  48
سـاعت در القـاي    24سـین بـه مـدت    درصد کلشی 02/0هاي میکروسکوپی و فلوسایتومتري تایید شد. تیمار بررسی بررسی صفات مختلف ظاهري و

اي با القاي اي موثر بود. همچنین نتایج این مطالعه نشان داد که تلفیق روش کشت درون شیشهپلوئیدي در بنفشه آفریقایی تحت شرایط درون شیشهیپل
تواند یی میاي بنفشه آفریقاعنوان یک روش سریع و کارآمد براي بدست آوردن اشکال و صفات جدید در گیاهان باززایی شده درون شیشهتتراپلوئیدي به

  مورد استفاده قرار گیرد. 
  

   دیکسوپلوئیم ،سینکلشی ،يتومتریفلوسا ،باززایی :يدیکل هايواژه
  

  5 4 23  1 مقدمه
 ـرا ).Saintpaulia spجنس بنفشـه آفریقـایی (   جـنس   نیتـر جی

است. این گیـاه   Gesneriaceae شناخته شده در بین گیاهان خانواده
گونه دارد که  25ل کنیا و تانزانیاست و بومی مناطق شرق افریقا شام

جـایی  از آن ).31(هاي آن است ترین گونهاز مهم ionanthaي گونه
هـاي کـوچکی دارد کـه تمایـل بـه      که بنفشـه آفریقـایی کرومـوزوم   

 هـاي آن بـه اشـتباه   چسبندگی به یکدیگر را دارند تعـداد کرومـوزوم  
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28x=2=n2 ) تـر آنالیزهـاي   ). بـا مطالعـات دقیـق   1گزارش شده بود
هاي این گونـه  سیتولوژیکی نشان داده شده است که تعداد کروموزوم

30x=2=n2 ) هـاي زیبـایی دارد کـه   ). این جنس برگ و گل7است 

 دیتول ).29و  28هاي متنوعی دارند (ها و شکلهستند و رنگ 6نامنظم
 يهاگل ادیز اریبس ییبایکه علاوه بر ز ییقایمانند بنفشه آفر یاهانیگ

گــل در طــول ســال مــورد توجــه  دیــتول يتوانمنــد لیــآنــان بــه دل
بوده،  يریچشمگ شرفتیپ ي، داراآن واقع شده يتجار دکنندگانیتول

جهان  یخود در حوزه علم باغبان اهانیگونه گ نیکه پرورش ا يطور
  آمده است. ربه شکل صنعت د

هـاي ایجـاد تنـوع و ترکیـب     پلی پلوئیـد کـردن گیاهـان، از راه   
یـابی بـه   رود. براي دستت مطلوب در گیاهان به شمار میخصوصیا

 سـین بعنـوان  توان از مـاده شـیمیایی کلشـی   گیاهان پلی پلوئید می
ماده موثر بر روي تیوبولین بعنوان زیرواحد میکروتوبول ها  مدترینکارا

هاي دوك جلوگیري نموده و موجـب  استفاده کرد که از تشکیل رشته
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 ).2هاي در حال تقسیم می شود (یکی سلولدو برابر شدن محتواي ژنت
) و in vitroاي (شـرایط درون شیشـه  ها در دو برابر کردن کروموزوم

قابـل انجـام اسـت. روش دو برابـر کـردن      ) in vivoدرون موجـود ( 
 ـمزاسـري  ي یکدارا ايشرایط درون شیشهها در کروموزوم ماننـد:   ای

اد، کنتـرل شـرایط   تیمار تعداد بیشتري گیاه با حجـم کمتـري از مـو   
امکان آزمایش، اثر سمیت کمتر مواد شیمیایی، درصد موفقیت زیاد و 

 ـ  .)21( باشدمیسلول و کالوس  یقیسپور، کشت تعلکرویم ماریت  یپل
رشـد   تـر، میضـخ  يهاتر، برگبزرگ يهاسلولداراي اغلب  دهایپلوئ

را دوره آن  شیهمراه با افـزا  یگلده ریو تأخ شتریآب ب زانیکندتر، م
 اهانیگبا  سهیدر مقا دیتتراپلوئ يها). حجم سلول15( دهندینشان م

 5/1ها آن یسلول سطحکه  ی. در حالباشدیمعمولاً دو برابر م دیپلوئید
سطح  یکیمتابول تیسلول به فعال دیکه تول یزمان نیبرابر است. بنابرا

 ییهاتی. البته محدودگرددیمحسوب م تیمز کیسلول مرتبط باشد 
تـر  مثال بـزرگ  يوجود دارد، برا دیاتوتترا پلوئ اهانیگ دیتول نهیزم در

باشد.  پیو ژنوت ونهممکن است وابسته به گ دیپلوئشدن جثه در اثر تترا
 زین هیاول هیبه حالت پا يدیسطح پلوئ یموارد برگشتگ یضمناً در بعض

 ـگفت که هر گ توانیم نیمشاهده شده است، بنابرا بـه سـطح    یاهی
نژادگـران از ایـن روش   به ).16( دهدیتحمل نشان م یخاص يدیپلوئ

بـرداري  هـا بهـره  سازي و بهبود تجاري برخـی از ژنوتیـپ  براي اهلی
پلی پلوئیدي باعث افزایش اندازه گل، تشدید رنگ گل  ).32( کنندیم

پلوئیدي اي پلیگردد. تحت شرایط درون شیشهو تغییر شکل گیاه می
)، پروانش 32ارکیده ( چندین گیاه زینتی مانند آمیزي درکاربرد موفقیت

در طــی چنــد دهــه گذشــته   داشــته اســت. )13) و شــمعدانی (12(
اي کارآمد موجب افزایش سطح پلوئیدي گیاهـان  گونهپلوئیدي بهپلی

اي جعفـري در شـرایط درون   زینتی شده است. تیمـار قطعـات سـاقه   
 ـ درصد بـه  05/0و  01/0سین اي با کلشیشیشه وثري باعـث  طـور م

هاي روزنه و کاهش تعداد افزایش پلوئیدي که همراه با افزایش سلول
  ). 22آنها بود مشاهده شد (
پلوئید کردن گیاهان دیپلوئید بنفشه آفریقایی با در این مطالعه پلی

اي در معرض مـاده  هاي باززایی شده درون شیشهقرار دادن شاخساره
ظت و زمان تیمـار و ارزیـابی   سین و تعیین بهترین غلشیمیایی کلشی

ــفات     ــطح ص ــده در س ــازگار ش ــان س ــل در گیاه ــوع حاص ــواع تن ان
مورفولوژیکی و سیتوژنتیکی به منظور ایجـاد بسـتري مناسـب بـراي     

  منظور بهبود صفات زینتی این گیاه بررسی شد.تحقیقات به
  

  هامواد و روش
  مواد گیاهی و اجراي تیمارها

هاي نمونهز ل از کشت بافت ریهاي حاصدر این آزمایش شاخساره
 2حاوي  MSبرگی بنفشه آفریقایی در مرحله پرآوري در محیط کشت 

سین قـرار گرفتنـد.   ، در معرض تیمارهاي کلشیBA گرم بر لیترمیلی

ي مورد نظر، مقدار لازم از هاغلظتسین در براي تهیه محلول کلشی
 دي متیلو در با رعایت مسائل ایمنی توزین  )سین (سیگماکلشیپودر 

درصد حل شد. نحوه انجام آزمایش به این ترتیب بود  3 سولفوکساید
محلـول هـاي    اي استریل در زیر هود لامینارفلو باي پنبههاگلولهکه 

درصد آغشته گردیدند و  1/0و  05/0، 02/0ي هاغلظت سین درکلشی
ي کشت قـرار گرفتنـد و در   هاشهیشبر روي مریستم شاخساره ها در 

هـاي تیمـار شـده از    ساعت شاخساره 48و  24، 18ي زمانی هالهفاص
ي کشت خارج و پس از شست و شو با آب مقطر اسـتریل در  هاشهیش

گـرم  یلیم 2 حاوي MSکشت  طیمحمحیط کشت مناسب پرآورري (
ها پس از دو ماه به شـرایط بـرون   ) کشت شدند. شاخسارهBAتریدر ل

  پرلایت انتقال یافتند.– پیتکوکو کشت شامل بستر و دري اشهیش
  

  صفات مورد ارزیابی 
ها هر یک ماه یک بار تا ماه سوم انجام درصد زنده مانی گیاهچه

هـاي از بـین رفتـه بـود. مقایسـات      گرفت و شامل شمارش گیاهچـه 
مورفولوژیکی در مورد گیاهان تیمار شده و گیاه شاهد پـس از انتقـال   

گیري صـفات رویشـی   اندازهگلخانه انجام گرفت و شامل به  هاگلدان
مانند طول، عرض و ضخامت و تعداد برگ، طول و قطر دمبـرگ بـا   
استفاده از کولیس دیجیتالی بود. مقایسه سایر صفات رویشی از قبیل 

و تـراکم   هـا برگرنگ برگ، رنگ رگبرگ، شکل نوك برگ، حاشیه 
کرك به صورت چشمی انجام گرفت. لازم به ذکر است که در مـورد  

  ات همه گیاهان با گیاه مادري مقایسه گردید. این صف
هاي میکروسکوپی از اپیدرم فوقانی برگ گیاهان به منظور ارزیابی

یی بـراي مقایسـه انـدازه    هـا نمونهتیمار شده و شاهد به طور جداگانه 
تهیه گردید و بر روي لام قرار داده شد و پـس از قـرار دادن    هاسلول

 x40وسکوپ نوري با عدسی شـیئی  ، توسط میکرهاآنلامل به روي 
مقایسات مربوطه انجام شد. همچنین آنالیز سـطح پلوئیـدي گیاهـان    

سین پس از این که این گیاهان بـه خـوبی رشـد    تیمار شده با کلشی
) صـورت  partecpA, Germany( تومتریفلوسـا یافتند توسط دستگاه 

به ایـن   يها براي آنالیز فلوسایتومترسازي نمونهي آمادهگرفت. نحوه
 5/0رشد یافته قطعـاتی بـه انـدازه     کاملاًي هابرگترتیب بود که از 

لیتر از بافر استخراج هسـته  ومیکر 400سانتی متر مربع تهیه گردیده، 
ریخته شد و با تیـغ   هاآن) به روي partecکیت دستگاه،  A(محلول 

ی بافت جلوگیري شود، مقطـع برگـی بـه    شدگلهتیز به نحوي که از 
ي مخصـوص  لترهـا یفخرد گردید. سـپس محلـول حاصـله از    خوبی 

لیتر محلول رنگ آمیزي هسته و میکر 1600دستگاه عبور داده شد و 
یت) به آن ک B، محلول DAPIفنیل ایندول ( 2 –دي آمیدیو  -6و  4

 قـرار  دسـتگاه در ثانیه براي شمارش  60تا  30اضافه گردید و پس از 
هسـته   5000ونه حجـم حـداقل   داده شد. به طور معمول براي هر نم

افـزار  ي به دست آمده توسط نـرم هاکیپگیري و توسط دستگاه اندازه
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Mode Fit  .10و  5(تفسیر گردید.(  
 

  هاي آماريطرح آماري و تجزیه و تحلیل
تصادفی به صورت طرح فاکتوریـل   کاملاًآزمایش در قالب طرح 

، 02/0طح سین در سه سانجام گرفت. فاکتور اول غلظت کلشی 3×3
و  24، 18ح درصد و فاکتور دوم زمان تیمار در سه سـط  1/0و  05/0
ي شـاهد  هانمونهتکرار بود.  هر مشاهده در 6تکرار و  6ساعت با  48

کلیـه  در  هادادهتجزیه آماري بدون اعمال تیمار در نظر گرفته شدند. 
انجـام شـد و مقایسـه     SASافـزار آمـاري   آزمایشات با استفاده از نرم

دانکن در سطح احتمال  ايچند دامنه یانگین تیمارها به وسیله آزمونم
  درصد انجام گرفت.  5

  
  نتایج و بحث

  هاي تیمار شده سین بر زنده مانی گیاهچهاثر کلشی
ها اولین تأثیر قابل رؤیت در اعمـال تیمـار   تأخیر در رشد گیاهچه

در  قابـل ملاحظـه اسـت،    1که در جـدول   طورهمانسین بود. کلشی
ي پس از گذشت سه مـاه فقـط شاخسـاره هـاي     اشهیششرایط درون 

سین در هر سـه زمـان زنـده    درصد کلشی 02/0تیمار شده با غلظت 
ها کاسـته  ماندند و با افزایش زمان تیمار از درصد زنده مانی گیاهچه

، 18ي هـا زمـان درصد زنده مانی در این غلظت در ه شد، به طوري ک
  درصد بود.  77/27و  11/61، 76/77 ساعت به ترتیب 48و  24

  
  ياشهیشدر شرایط درون  ي بنفشه آفریقاییهاسین بر درصد زنده مانی گیاهچهاثر تیمارهاي کلشی - 1جدول 

Table 1- Effect of colchicine treatments on survival percentage of African violet plantlet sin in vitro culture  

 زنده مانی  
Survival (%)  

  
 مدت زمان تیمار

Duration of  treatment 
)hour(  

  سینغلظت کلشی
Colchicine density 

)%(  
The third month   

  ماه سوم
The second month   

  ماه دوم
The first month  

      ماه اول
77.76 
61.11  
27.77 

83.33 
63.88 
30.55 

100.00 
72.22 
50.00 

18  
24 
48 

0.02 

0.00 
0.00 
0.00  

19.44 
13.88 
5.55 

30.55 
25.00 
8.33 

18  
24 
48  

0.05 

0.00 
0.00 
0.00  

16.66 
5.55 
0.00 

27.77 
11.11 
5.55 

18  
24 
48 

0.1 

100.00 100.00 100.00   
0 

Control  
  شاهد

  
درصـد در   2/0بیشـتر از   مخصوصـاً سین ي زیاد کلشیهاغلظت

گردیده و  هانمونهبسیاري از آزمایشات سبب مرگ همه یا تعدادي از 
سین و زمان استفاده از آن با بقاء این رابطه معکوس بین غلظت کلشی

ي در گیاهان اشهیشي و برون اشهیشدر مورد مطالعات درون  هانمونه
انجام  1). در مطالعاتی که بر روي گل داوودي4مختلف صادق است (

سـین  درصد کلشی 15/0و  1/0، 05/0، 01/0ي هاغلظتشده بود، از 
نمونه هاي اپی کوتیل ز ساعت بر روي ری 48و  36، 24، 12به مدت 

ي اسـتفاده شـده بـود.    اشـه یشدر شرایط درون  هاجوانهو هیپوکوتیل 
ي انتقال یافته به هاجوانهدرصد از  90نتایج نشان داده بود که بیش از 

سین بـه تـدریج از بـین رفتنـد و بـا      حاوي کلشی MSمحیط کشت 
داري سرعت بقاء به طور معنی سینوري در کلشیافزایش زمان غوطه 

                                                
1- Chrysantemum cinerariifolium 

انجـام    2). در تحقیقی که بر روي گیاه ریحـان 17کاهش یافته بود (
 از بالاتري درصد رفتن بین از سین باعثبالاتر کلشی هايشد، غلظت

بـدیهی اسـت کـه بـا      کـاملاً در این تحقیق نیز  ).18شدند ( گیاهان
ها کاسته زان مقاومت گیاهچهسین از میافزایش زمان و غلظت کلشی

سین ممکن است در مریستم فعالیت کلشی رسدیمشده است. به نظر 
و یک اختلال فیزیولوژیکی در کاهش تقسیم سلولی و  متمرکز باشد 

  ).25نمونه ها ایجاد کند (ز یا مرگ ری
  

 شده  ماریت هايصفات ظاهري گیاهچهسین بر اثر کلشی
رویشــی و زایشــی گیاهــان ي مورفولوژیــک صــفات هــایژگــیو

تتراپلوئید نسبت به دیپلوئید به منظور امکان استفاده از این پارامترهـا  
ي مـورد  اشـه یشدر تعیین تتراپلوئیـدهاي احتمـالی در شـرایط درون    

                                                
2- Ocimum basilicum L. 
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درصد  02/0هاي تیمار ارزیابی قرار گرفت. از آن جا که فقط گیاهچه
ندند. بنابراین ساعت زنده ما 48و  24، 18سین در هر سه زمان کلشی

نتایج مربوط به اثر این تیمار بر صفات رویشی و زایشی تجزیـه و در  
پـنج صـفت رنـگ، نـوك و     و ارائه شد  3و  2جدول تجزیه واریانس 

حاشیه برگ، رنگ رگبرگ و تـراکم کـرك نیـز بـه صـورت مقایسـه       
بر روي طول و  سیناثر تیمار کلشیچشمی مورد ارزیابی قرار گرفت. 

درصـد   1ضـخامت و عـرض بـرگ در سـطح احتمـال      قطر دمبرگ، 
طـول  ). نتایج مقایسه میانگین نشـان داد کـه   2دار بود (جدول معنی

داري از گیاهان متر) به طور معنیمیلی 62/23دمبرگ گیاهان شاهد (
سین در ایجاد رشد تیمار شده بیشتر بود که این نشان دهنده اثر کلشی

در مقایسه میـانگین  ر شده است. اي و کوتاهی قد در گیاهان تیماکپه
بیشـترین قطـر   درصـد،   5) در سطح احتمـال  3آزمون دانکن (جدول 

درصد  02/0دمبرگ به ترتیب مربوط به گیاهان تیمار شده با غلظت 
ساعت  24متر)، پس از آن میلی 48/2ساعت ( 48سین به مدت کلشی

ا شاهد متر) و در انتهمیلی 94/1ساعت ( 18و سپس ) مترمیلی 31/2(
متر) بود. به عبارت بهتر با افزایش زمان در معرض بودن میلی 54/1(

گذاري آن بر قطر دمبرگ سین میزان اثرها در کلشیمریستم شاخساره
با توجـه بـه جـدول تجزیـه واریـانس      ). 3افزایش یافته است (جدول 

) این نتیجه مشاهده شد که، اگر چه تیمار مورد نظر بر طول 2(جدول 

. امـا تفـاوت   ي بنفشه آفریقایی اثر معنی داري نداشـته اسـت  هابرگ
گذاشته اسـت،   هابرگبر عرض د درص 1داري در سطح احتمال معنی

بیشتر  ي گیاهان تیمارشده نسبت به شاهدهابرگکه عرض به طوري
نیـز   هابرگسین در ظاهر گر این است که تیمار کلشیبود. این نشان
بوده  ترپهنان پلی پلوئید نسبت به شاهد ي گیاههابرگتأثیر داشته و 
ضخامت برگ در گیاهانی که مدت زمان بیشتري در  .)3 است (جدول

کـه  سین قرار گرفته بودند از شاهد بیشتر بود، به طوريمعرض کلشی
متر میلی 97/1ساعت با  48تیمار ه مربوط ب هابرگبیشترین ضخامت 

متر بود (جدول میلی 89/0ا آن مربوط به تیمار شاهد ب نیترکمبود و 
اثر تیمارها بر صفات زایشـی قطـر    4). طبق جدول تجزیه واریانس 3

درصد و بر تعداد گل در هر گل  1گل و تعداد گلبرگ در سطح احتمال 
دار بود. بر اساس جدول مقایسه درصد معنی 5آذین در سطح احتمال 

فته نسبت بـه  در گیاهان تیمار یا، قطر گل و تعداد گلبرگ 5میانگین 
تفـاوت  ت ساع 48و  24، 18شاهد بیشتر بود و بین تیمارهاي زمانی 

 48و  24ي هازماندار نبود. بیشترین تعداد گل در گل آذین در معنی
 نیتـر کـم گل در گل آذین بود.  8/5و  2/5ساعت به ترتیب با تولید 

 گل در گل آذین 20/3تعداد گل هم در گیاهان شاهد با تولید میانگین 
  مشاهده شد. 

  
  ياشهیشسین در شرایط درون تجزیه واریانس صفات رویشی بنفشه آفریقایی تحت تیمار کلشی - 2جدول 

Table 2- ANOVA for vegetative traits of African violet treated by colchicine in in vitro culture 

  ضخامت برگ 
Leaf thickness 

  قطر دمبرگ
Petiole diameter 

  ض برگعر
 Leaf width  

  طول برگ
Leaf  length  

  
 طول دمبرگ

Petiole  length  
 تعداد برگ

Leaf number  
  درجه آزادي

df 
 منابع تغییرات

S.O.V  

2.72** 2.93**  167.11** ns56.24 164.09** ns26.44 3 
Time  
  زمان

0.12  0.23 22.82 25.36 8.18 19.95 43 
Error  
  خطا

ns درصد 1دار در سطح احتمال : معنی**: عدم تفاوت معنی دار و  
ns: Non-Significant, and ** significant at 0.01 of probability levels. 

  
  ي اشهیشساعت بر صفات رویشی در شرایط درون  48و  24، 18سین در تیمارهاي زمانی درصد کلشی 02/0اثر غلظت  - 3جدول 

Table 3- The effect of colchicine 0.02% for 18, 24 and 24 hours on vegetative traits of African violet in in vitro culture 

  ضخامت برگ
Leaf thickness 

)mm(  

  قطر دمبرگ
Petiole diameter  

(mm)  

 عرض برگ
Leaf length  

 )mm(  

  طول دمبرگ
Petiole length  

(mm)  
  Timeزمان 

(hours)  

  سینغلظت کلشی
Colchicine 

concentration  
(%)  

1.64b 1.94bc 28.36a 16.75b 18  
1.84ab 2.31b 27.98a 16.34b 24 0.02 
1.97a 2.84a 26.31a 16.79b 48   

0.89c 1.54c 20.82b 23.62a -  
0 

Control  
  شاهد

  ندارند. يدار یدرصد تفاوت معن 5سطح احتمال  دانکن در ايچند دامنه بر اساس آزمون يحرف مشترك هستند، از نظر آمار کیکه حداقل در  ییهانیانگیدر هر ستون م
Numbers followed by the same letter are not significantly different at 5% of probability level based on  Duncan’s multiple range test.  
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  ياشهیشدرون سین در شرایط تجزیه واریانس صفات زایشی بنفشه آفریقایی تحت تیمار کلشی - 4جدول 
Table 4- ANOVA for reproductive traits of African violet treated by colchicine in in vitro culture 

 ارتفاع گل آذین
Height of 

inflorescence(mm) 

گل در هر گل آذین  تعداد  
Number of Flower in 

inflorescence 

 تعداد گلبرگ
Number of 

petal 

 قطر گل
Flower diameter 

(mm) 

درجه 
  آزادي

df 

منابع 
 تغییرات
S.O.V  

35.54ns 6.31* 5.51** 31.18** 3 

Time  
  زمان
  

19.98 1.35 0.75 2.57 16 
Error 
  خطا

nsدرصد 1 و 5 در سطح احتمال داریو **: معن  * ،داری: عدم تفاوت معن 
ns: Non-Significant, * and ** significant at 0.05 and 0.01 of probability levels, respectively. 

 
  ي اشهیشدر شرایط درون  بنفشه آفریقایی ساعت بر صفات زایشی 48و  24، 18سین در تیمارهاي زمانی درصد کلشی 02/0اثر غلظت  - 5جدول 

Table 5- The effect of colchicine 0.02% for 18, 24 and 24 hours on reproductive traits of African violet in in vitro culture  
 ارتفاع گل آذین

Height of 
inflorescence 

(mm) 

گل در هر گل آذین  تعداد  
Number of flower in 

inflorescence 

 تعداد گلبرگ
Number of 

petal 

 قطر گل
Flower diameter 

(mm) 

 زمان 
Time 

(hours)  
 سینغلظت کلشی

Colchicine 
concentration (%)  

79.99a 4.40ab 7.20a 41.14a 18  
81.91a 5.20a 7.60a 41.11a 24 0.02 
79.35a 5.80a 6.60a 40.58a 48   
85.29a 3.20b 5.20b 35.98b -   

Control شاهد  
  ندارند. يداریتفاوت معن درصد 5دانکن در سطح احتمال  ايچند دامنه بر اساس آزمون يحرف مشترك هستند، از نظر آمار کیکه حداقل در  ییهانیانگیدر هر ستون م

Numbers followed by the same letter are not significantly different at 5% of probability level based on  Duncan’s multiple range test. 
  

ي متفـاوت بـر روي   هـا زمانو  هاغلظتسین با استفاده از کلشی
نظور تولید گیاهان با سطح گیاهان مختلف به ویژه گیاهان زینتی به م

ي اخیر مورد توجه بسیاري از محققین قـرار  هاسالپلوئیدي بالاتر در 
گرفته است. موفقیت سایر مواد شیمیایی در تولید پلـی پلوئیـدي بـه    

 ـ. به نظر باشدینمسین اندازه کلشی اثـرات مورفولـوژیکی و    رسـد یم
ست. بـه طـور   فیزیولوژیکی پلی پلوئیدي بر حسب نوع گیاه متفاوت ا

تـر،  ي ضـخیم هاساقهتر، اندامی بزرگ معمولاًکلی گیاهان تتراپلوئید 
ي دارنـد  تـر درشـت ي هـا وهیمو  تربزرگي هاگل، ترکلفتي هابرگ

 از این تغییرات به وضـوح دیـده شـد.   ). در این تحقیق نیز برخی 12(
 سـین تر و بدون هسته با استفاده از تیمار کلشیهاي بزرگتولید میوه

بـدون اسـتثناء پلـی     بـاً یتقر). 3( گزارش شده اسـت  3در ازگیل ژاپنی
ي مریستمی هابافتپلوئیدي سبب افزایش اندازه سلول و به خصوص 

ي گـرده گیاهـان پلـی    هـا دانـه ي روزنه و هاسلول. همچنین شودیم
هسـتند. در   تـر بـزرگ  انـد شـده سین تولیـد  پلوئیدي که توسط کلشی

بـا   Acapulcoو  Con. Amore ارقـام  4سوسنآزمایشی که بر روي 
ي گل جـوان در شـرایط درون   هاجوانهسین بر روي استفاده از کلشی

                                                
1- Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl 
2- Oriental lilies 

ي انجام شده بود، نتایج بیانگر آن بود که بعد از ایجاد تیمار با اشهیش
درصد افزایش یافته بود و کلاله نیز  30ي گرده هادانهسین قطر کلشی
در گل داوودي نیز با اعمال تیمار ). 11و گوشتالود شده بود ( تربزرگ
ي روزنه گیاهـان  هاسلولي اندازه اشهیشسین در شرایط درون کلشی

. ضـخامت  )17(از گیاهان دیپلوئید بود  تربزرگبرابر  53/1تتراپلوئید 
بیشـتر   هـا سلولدر گیاهان پلی پلوئید به علت افزایش اندازه  هابرگ

. در این تحقیق  نیز باشندیم ترپهنی ول ترکوتاه هابرگ معمولاًاست. 
ي تیمار شده نسبت به گیاهـان شـاهد بیشـتر بـود.     هابرگضخامت 

همچنین طول دمبرگ ها نیز در هر دو شرایط کمتر از شاهد بود کـه  
اي و کوتاهی قد در گیاهان تیمـار  نشان دهنده رشد کپه تواندیماین 

نسبت به  دیتتراپلوئ نیز گیاهان هابرگشده باشد. از نظر شکل و اندازه 
بود و البته تعداد  تربزرگدیپلوئید به طور عمده در گیاهان تیمار شده 

بـه طـور    هاآننسبت به گیاهان دیپلوئید کمتر و کندي رشد  هابرگ
 واضح قابل تشخیص بود. 
نشان داد که رنگ بـرگ گیاهـان    هانمونهنتایج مقایسه ظاهري 

ي گیاهان مربوط هابرگي بود. شاهد شبیه به رنگ برگ گیاهان مادر
ي گیاهـان مـادري کـم    هابرگساعت به طور متوسط از  24ر به تیما

از سـایر   تـر رنـگ ساعت پر  48و  18و گیاهان تیمار شده در  تررنگ
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گیاهان و به رنگ تیره بودند. به دلیل این که در میان گیاهان تیمـار  
دي دیـده شـد،   تنوع زیـا  هارگبرگشده بنفشه آفریقایی از نظر رنگ 

بنـدي  گروه زیر دسـته  5از نظر رنگ در  هارگبرگتصمیم گرفته شد 
ي فرعـی و اصـلی بـا سـایر     هـا رگبرگي معمولی که هابرگگردند: 
گیاهـانی کـه   ، ي برگ هم رنگ بود (شبیه گیاهان مادري)هاقسمت

ي پهنـک بـود،   هـا قسمتاز سایر  تررنگرگبرگ اصلی و فرعی کم 
بـود،   تـر رنـگ پایین و نزدیک دمبرگ کـم   يهاقسمتگیاهانی که 

ي برگ بود و هاقسمتاز سایر  تررنگگیاهانی که رگبرگ اصلی کم 
گیاهانی که داراي رگبرگ اصلی کم رنگ و فرعی پررنگ بود. نتایج 

سـاعت بـه    24ي گیاهـان شـاهد و زمـان    هـا رگبـرگ نشان داد که 
 18یمـار  ي گیاهان مادري شبیه بودنـد، در حـالی کـه در ت   هارگبرگ

داراي رگبرگ اصلی کم رنگ و فرعی  هابرگساعت به طور متوسط 
ساعت اکثر گیاهان داراي رگبرگ اصـلی   48پررنگ بودند و در تیمار 

  ). 1ي برگ بودند (شکل هاقسمتاز سایر  تررنگکم 
  

  
  ياشهیشه آفریقایی در شرایط درون سین بنفشرنگ، رگبرگ، نوك و حاشیه برگ حاصل از اعمال تیمار کلشی، تنوع در شکل - 1شکل 

Figure 1- Variation in form, color, vein, tip and margins of African violet leaf resulted from colchicine treatment in in 
vitroculture 

 

در سه دسته نوك تیز، معمولی و گـرد   هابرگاز نظر نوك برگ، 
شـکل   مشخص شـد،  هانمونهچشمی  با توجه به مقایسهقرار گرفتند. 

ساعت همانند شاهد به صورت معمولی  48و  18در تیمار  هابرگنوك 
سـاعت بـه    24در تیمـار   هابرگو مانند گیاه مادري بودند. اما نوك 

ساعت و در یـک مـورد در    18صورت تیز بود. در چند مورد در تیمار 
شـکل   به صورت گـرد دیـده شـد.    هابرگساعت هم نوك  48تیمار 

همـه گیاهـان    باًیتقرنیز شامل صاف و کنگره دار بود.  هابرگحاشیه 
داراي حاشیه صاف بودند. اگرچه در چند مورد در گیاهان تیمـار شـده   

دار کنگره هابرگساعت است، حاشیه  18درصد  02/0مربوط به تیمار 
بوده و تفاوت آن با گیاهان شاهد به وضوح قابل تشخیص بود (شکل 

2.(  

  

  
داراي حاشیه کنگره دار و تغییر  بنفشه آفریقایی يهابرگساعت با  18 به مدت درصد 02/0از گیاهان باززایی شده تحت تیمار  اينمونه - 2شکل 

  )B) در مقایسه با گیاه شاهد با برگ هاي لبه صاف (Aي (اشهیشیافته حاصل از شرایط درون 
Figure 2 - A sample of regenerated African violet plant treated by 0.02% colchicine for 18 hour with serrated and modified 

margin in leaves (A) in comparison with control plants with smooth marigin in leaves (B) 
 

سـین بـر روي شاخسـاره    تا کنون گزارشی راجع به اعمال کلشی
قایی دیده نشـده اسـت. فقـط    هاي حاصل از کشت بافت بنفشه آفری

هاي برگی بنفشه سین بر قلمههایی مبنی بر اعمال تیمار کلشیگزارش
) تولیـد گیاهـانی بـا    20و همکـاران ( آفریقایی وجود دارد. سینویرتنه 

هـاي بنفشـه   سین بر روي قلمهخصوصیات جدید با استفاده از کلشی

نان نشان داد کـه  نتایج آزمایشات آ .آفریقایی مورد مطالعه قرار دادند
داري کاهش یافت و سین به طور معنیارتفاع گل آذین با تیمار کلشی

هـا و شـکل   در برخی از تیمارها افزایش تعداد گلبرگ، تغییر رنگ گل
هـا بیـانگر وابسـتگی    ها دیده شد و نتیجـه کلـی آزمایشـات آن   برگ

تحقیـق  موتاسیون القا شده به غلظت و زمان بود که بـا نتـایج ایـن    

A B 
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  مطابقت داشت. 
ی نیـز بـه دلیـل کنـدي رشـد از دیگـر اثـرات        ده ـگلتأخیر در 

رشد ها دیده شد که گیاهان شاهد . در این آزمایشباشدیمسین کلشی
پس از انتقال به و  نسبت به گیاهان تیمار شده داشت ياقابل ملاحظه

انتقـال   تـر بزرگي هاگلدانهفته به  2ي پس از اشهیشرایط برون ش
هفته آماده انتقال به  18، در حالی که گیاهان تیمار شده پس از یافتند
هفتـه   20). گیاهان شاهد پـس از  3بودند (شکل  تربزرگي هاگلدان

هفتـه   12گل دادند، در حالی که اولین گل در گیاهان تیمار شـده بـا   

 24هفته ظاهر شد و در بعضـی از تیمارهـا تـا     32تأخیر یعنی پس از 
ه شد. به طور کلی درجه رشد پلی پلوئیدها کمتر از هفته تأخیر مشاهد

پلوئیـد و  . در مقایسه درجه رشد گیاهان پلـی )25( باشدیمدیپلوئیدها 
دیپلوئید، مشاهده شده است که مقدار هورمون اکسین که مسئول رشد 

پلوئید ی گیاهان پلیدهگل، در گیاهان پلی پلوئید کمتر بوده و باشدیم
). گفته شده است 8( ابدییمی افزایش دهگلمدت  و افتدیمبه تأخیر 
سـین نسـبت بـه    ي سـوماتیکی بـه فعالیـت کلشـی    هااندامکه پاسخ 

  . )24است ( ترراحتي میوزي هاسلول
  

  
 در بنفشه آفریقایی سین (گیاهان سمت راست)مقایسه رشد گیاه شاهد (گلدان سمت چپ) و گیاهان تیمار یافته با کلشی - 3شکل 

Figure 3- Comparison between the growth of control (pot left) and colchicine treated plants (plants right) in African violet 
 

هـاي  سین بر صفات میکروسکوپی گیاهچـه اثر تیمار کلشی
  تیمار شده

در سه دسـته شـامل تـراکم کـرك      هانمونهاز نظر تراکم کرك، 
بنـدي  ي خیلـی زیـاد تقسـیم   هاکركبا خیلی کم، متوسط و گیاهان 

سـاعت   24و  18شدند. نتایج نشان داد که تراکم کرك در تیمارهاي 
 هاکركساعت و شاهد تراکم  48خیلی کم بود، در حالی که در تیمار 

سـاعت در   24سین به مدت درصد کلشی 02/0متوسط بود. در تیمار 
بسـیار بلنـد و    ي گیـاه هـا کركیک تکرار در مقایسه با سایر تیمارها 

. شـد یم ـمتراکم بود، به طوري که حتی با چشم غیر مسلح نیز دیده 
ي گیاه تیمـار شـده را   هاکركبلند بودن  4تصویر میکروسکوپی شکل
  .دهدیمدر مقابل گیاه شاهد نشان 

  

  
ساعت در شرایط درون  24به مدت سین شیکلدرصد  02/0 شده با تیمار )x4(بزرگنمایی  هاي برگ گیاه بنفشه آفریقاییمقایسه کرك - 4شکل 

 )B( گیاه شاهد) و Aدر (ي اشهیش
Figure 4- Compare leaves trichomes of treated (A) African violet by colchicine 0.02% for 24 hours in vitro conditions (4x) and 

control plant (B) 

B A  
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ي هاسلولبودن  تربزرگ، شودیمدیده  5همان طور که در شکل 

ي هـا نمونـه ي تتراپلوئید نسبت بـه  هاسلولاپیدرمی و محافظ روزنه 
به عنـوان یـک مـلاك     تواندیممشهود است، که این  کاملاًدیپلوئید 

قوي در تشخیص و جداسازي گیاهـان بنفشـه آفریقـایی بـا سـطوح      
چنین اظهار نمود که  توانیمپلوئیدي مختلف تلقی گردد. در حقیقت 

ندازه سلولی یکی از اثرات عمومی القاء تتراپلوئیدي در بنفشه افزایش ا
که این یک اثر ژنتیکی است و افزایش  رسدیمآفریقایی باشد. به نظر 

هاي روزنه، بـذر، گـل،   از قبیل دانه گرده، سلول هاانداماندازه در همه 
)  حجم 19). طبق گفته مسترسون (20برگ و ساقه را به همراه دارد (

حدود یک و  هاآني تتراپلوئید حدود دو برابر و سطح غشاي هاسلول
شدن جثه  تربزرگکه این باعث  باشدیمي دیپلوئیدهاسلولنیم برابر 

) 17لیو و گاو ( . پیش از اینشودیمگیاهان در پاسخ به پلی پلوئیدي 
ي پلـی  هـا سـلول ي هاروزنهاستفاده از تصاویر میکروسکوپی که از ا ب

بودن  تربزرگي دیپلوئید تهیه کرده بودند، هاسلولسه با پلوئید در مقای
ي گیاهان پلـی پلوئیـدي داوودي را در مقایسـه بـا گیاهـان      هاروزنه

دیپلوئید با  استفاده از تصاویر میکروسکوپی نشـان دادنـد. در بنفشـه    
، بنـابراین انـدازه   شـدند یم ـبسـیار سـخت دیـده     هـا روزنهآفریقایی 

در نظـر   هـا سـلول بـودن   تربزرگوان معیار ي اپیدرمی به عنهاسلول
ي اپیدرم در هاسلول) نیز با مقایسه میکروسکوپی 5گرفته شد. دهقان (

بـودن   تـر بزرگي دیپلوئید و تتراپلوئید گیاه بذرالبنج مصري، هانمونه
  ي تتراپلوئید را نشان داد.هانمونهي اپیدرمی هاسلول

 

 
  )x40) (درشت نمایی B) و تتراپلوئید (Aي دیپلوئید (هانمونهي اپیدرم بنفشه آفریقایی در اهسلولمیکروسکوپی  تصاویر - 5شکل 

Figure 5- Mmicroscopic pictures (40x) of African violet epidermal cells in diploid (A) and tetraploid samples  
  

سـین و چنـد گیـاه شـاهد     براي تمام گیاهان تیمار شده با کلشی
لوئید به عنوان شاهد، آنالیز فلوسایتومتري صورتپذیرفت. بر اساس دیپ

ي به دسـت آمـده از فلوسـایتومتري، گیاهـان در سـه دسـته       هاکیپ
که در شکل  طورهماندیپلوئید، میکسوپلوئید و تتراپلوئید قرار گرفتند. 

 150ن ، گیاهان تتراپلوئید داراي یک پیک بـا میـانگی  شودیمدیده  6

را نشـان   60که نمونه دیپلوئید یک پیک با میـانگین   است، در حالی
ي مربوط به گیاهان دیپلوئید هاکیپي میکسوپلوئید هانمونه. دهدیم

نشان داده و داراي دو پیک است که میـانگین   زمانهمو تتراپلوئید را 
ي هـا سـلول است که حاکی از وجـود   120و پیک دوم  60پیک اول 

  د.باشها میدیپلوئید و تتراپلوئید در آن
  

  
  : تتراپلوئیدCو ، : میکسوپلوئیدB: دیپلوئید، Aهیستوگرام فلوسایتومتري تراکم فلورسنسی نسبی هسته سلولی بنفشه آفریقایی.  - 6شکل 

Figure 6- Representative flow cytometer histograms of the relative fluorescence intensity of nuclei isolated from African 
violet. Diploid profile (A), Mixoploid (B), and Tetraploid (C) 

  
نتایج حاصل از ایـن تحقیـق نشـان داد کـه بـا افـزایش زمـان        

سـین از تعـداد گیاهـان دیپلوئیـد کاسـته شـده و بـه گیاهـان         کلشی
) در آزمایشـات  9میکسوپلوئید و تتراپلوئید افزوده گشته است. غیـور ( 

هاي تیمار یافته ژربرا با اوریزالین در ي که بر روي گیاهچهفلوسایتومتر

B C 

A B 

A 
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  ي انجام داده بود، همین نتیجه را گزارش کردند. اشهیششرایط درون 
سـین در شـرایط   نتایج فلوسایتومتري گیاهان تیمار شده با کلشی

 48به  18دهی از ربا افزایش زمان تیما ي نشان داد که اشهیشدرون 
که میزان به طوري هان دیپلوئید کاسته شده است. ساعت از میزان گیا

، 52/23ساعت به ترتیب  48و  24، 18گیاهان دیپلوئید در سه زمان 

دهی به درصد ردرصد بود، در عوض با افزایش زمان تیما 0و  28/14
گیاهان تتراپلوئید و میکسوپلوئید افزوده شده است و همان طور که در 

ي در هر سه زمان اشهیشایط درون ، در شرشودیملاحظه م 6جدول 
 .اندشدهبیشتر گیاهان تیمار شده میکسوپلوئید 

  
  ياشهیشدر شرایط درون  بنفشه آفریقایی درصد گیاهان دیپلوئید، میکسوپلوئید و تتراپلوئید - 6جدول 

Table 6- The percentage of diploid, Mixoploid and tetraploid plants of African violet in in vitro conditions 
  تتراپلوئید

Tetraploid  
(%) 

  میکسوپلوئید
Mixoploid  

(%)  

  دیپلوئید
Diploid 

 (%)  

  زمان
Time  

(hours)  

  سینغلظت کلشی
Colchicine concentration 

(%)  
11.76 64.70 23.52 18   
21.42 64.28 14.28 24 0.02 
20.00 80.00 0.00 48   

  
ــر روي   ــه ب ــی ک ــاه در آزمایش در  Mecardonia tenellaگی

 ـ  48و  24درصد بـراي   01/0و  001/0، 0ي هاغلظت ز سـاعت در ری
ي صورت گرفته بود، اشهیشاي در شرایط درون ي قطعات گرههانمونه

 50ي نشان داده بود که بیش از تومتریفلوسانتایج حاصل از آزمایشات 
 ـ  کلشی ریتأثدرصد گیاهانی که تحت  د، داراي سین قـرار گرفتـه بودن

از گیاهان دیپلوئید نبودنـد   کدامچیهدو برابر بودند و  DNAمحتواي 
از این نظـر کـه مریسـتم گیاهـان از      ). ایجاد گیاهان میکسوپلوئید6(

سین ي زیادي تشکیل شده و ممکن است تمایل جذب کلشیهاسلول
). از عوامل دخیل که 27( باشدینممتفاوت باشد دور از انتظار  هاآندر 

انحصـاري   ریتـأث تواند در تولید میکسوپلوئید نقـش داشـته باشـد،    یم
پلوئیدي به ي در حال تقسیم است. بنابراین پلیهاسلولسین بر کلشی

و میکسوپلوئیدي را به ه ي نمونه رخ ندادهاسلولطور مساوي در تمام 
    .)20(همراه خواهد داشت 

 مـار یتایـن آزمـایش نشـان داد کـه     حاصـل از   جینتابطور کلی 
 18بـه مـدت    سـین درصد کلشـی  02/0شده با هاي باززایی گیاهچه
بهترین تیمار به منظور ایجاد تنوع در  ياشهیدرون ش شرایطدر ساعت 

 ـپلوئید اهانی. گتواند باشدبنفشه آفریقایی می  ـو تتراپلوئ دی از نظـر   دی
 ه،یمانند اندازه، ضخامت، تعداد، حاش یشیرو کیمورفولوژ اتیخصوص

قطـر گـل و    ،مانند تعداد گـل و گلبـرگ   یشیرنگ برگ و زا و نوك
نشان  یتفاوت محسوس گریکدیبا  یدرمیاپ يهااندازه سلول نیهمچن

جهت  یمناسب باًیتقر اریمع توانندیها متفاوت نیکه ا يدادند، به نحو
حاصل  جیباشند. نتا گریکدیاز  دیو تتراپلوئ دیپلوئید اهانیگ يجداساز

سـین از تعـداد   کلشـی  زمان شیشان داد که با افزان يتومتریاز فلوسا
 ـو تتراپلوئ دیکسـوپلوئ یم اهـان یکاسته شده و به گ دیپلوئید اهانیگ  دی

 بودند. دیکسوپلوئیم اهانیافزوده گشته است. اغلب گ
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Introduction: The genus of African violet is the most common genus known among the plants of 

Gesneriaceae family. This genus has beautiful leaves and flowers that are zygomorph. African violet 
(Saintpaulia ionantha) is a famous ornamental plant due to its various colors and shapes that an excellent model 
system for in vitro regeneration studies because of its tissue culture amenability. Besides the importance of this 
plant in plant production industry and increasing need for new plant varieties with desired traits, more studies for 
creating African violet with new features by increasing the ploidy level under the in vitro conditions were not 
done until now. Polyploidy is a widespread phenomenon in the evolution of flowering plant and a key in plant 
speciation and diversification. Polyploid plants have been used in plant breeding programs for developing 
superior varieties and restoring the fertility of interspecific or intergeneric hybrids. Polyploidy in ornamental 
crops were successfully obtained under in vitro conditions. The chemical colchicine can be used as the most 
effective substance to obtain polyploid plants. In vitro polyploidization has number of advantages such as 
treatment of more plants with less material, control of test conditions, lower toxicity of chemicals and high 
success rate. This study with the aim of polyploid induction was carried out by different concentrations of 
colchicine at various periods under in vitro conditions.  

Materials and Methods: The best treatment for the shoot regeneration and proliferation was MS medium 
with 2 mg/l BA after optimizing the tissue culture process. The study performed as follows: plantlets grown 
under in vitro in proliferation stage were treated with colchicine. The experiment was carried out in a 2-factorial 
manner based on a completely randomized design and factors were colchicine concentration at 0.02, 0.05, 0.1% 
and treatment duration for 18, 24, 48 hours. Evaluated characters of regenerated plants were as follows: plantlets 
survival percentage (the first month, the second month and the third month), morphological traits (include leaf 
number, petiole length, leaf length, leaf width, petiole diameter, leaf thickness and variation in form, vein, tip 
and margins leaf), reproductive traits (flower diameter (mm), number of petal, number of flower in 
inflorescence, height of inflorescence (mm)), microscopic epidermal cells in samples of diploid and tetraploid 
and ploidy levels. Assessment of flow cytometery was also used for all of the treated plants with colchicine and 
some diploid control plants and were expressed in the form of the percentage of diploid, mixoploid and 
tetraploid plants of African violet.  

Results and Discussion: Results indicated that tetraploidy induction successfully was changed different 
morphological and cytological characteristics. Plantlets of treated with 0.02% colchicine in all three times only 
survived after three months, and with increasing treatment time, plantlets survival percentage was reduced. Thus 
0.02% colchicine treatment for 24 hour found effective in inducing in vitro culture polyploidy of African violet. 
Comparison of the leaves of tetraploid with diploid plants indicated that the leaves of tetraploid plants in length 
and width were bigger than the diploid ones. The selected tetraploid plants showed a more compact shape than 
the control plants. Other results revealed that the treated plants with colchicine showed delayed growth. The 
assessment of microscopic indicated that the epidermal cells of tetraploid were larger than diploid. The results of 
flow cytometery evaluation showed that with increasing duration of colchicine, the number of diploid plants 
reduced and were added to mixoploid and tetraploid plants. Most plants were mixoploid.  

Conclusion: The results of this study showed that the diploid and tetraploid plants indicated significant 
differences in term of morphological traits like leaf number, petiole length, leaf length, leaf width, petiole 
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diameter, leaf thickness and variation in form, vein, tip and margins leaf, reproductive traits like flower diameter, 
number of petal, number of flower in inflorescence and also size of epidermal cells and flow cytometery 
evaluation. These differences can be suitable criterion for separating diploid and polyploid plants from each 
other. Generally, the combination of tissue culture methods and tetraploidy induction can be used as a rapid 
strategy for achieving new forms and properties of regenerates in vitro on African violet. 
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