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  دناييآويشن بررسي مراحل نموي و امكان رويان زايي از ميكروسپور
)Thymus daenensis(  

  محمد رضا كنعاني و ، عليرضا كرمي، محمد حسين ميرجليلي*امين حيدري، جواد هاديان
  دارويي  گياهان و مواد اوليه پژوهشكده دانشگاه شهيد بهشتي، تهران،

 16/11/96 :تاريخ پذيرش    6/8/94: تاريخ دريافت

  چكيده

 به دليل داشتن تيمول بالا در اسانس به عنوان يكي از گياهان با ارزش دارويي) Thymus daenensis Celak(آويشن دنايي 
. باشدايجاد ارقام مرغوب و همگن از آن جهت كشت و توليد تجاري ضروري مي اهلي كردن و ،به همين جهت .شودشناخته مي

هاي از آنجا كه بيشتر گونه .امكان باززايي گياهان هاپلوئيد از كشت ميكروسپور اين گياه بوده است هدف از تحقيق حاضر بررسي
دهند، در تحقيق حاضر ابتدا مراحل نموي ميكروسپور تعيين بهترين پاسخ را مي نمو ميكروسپور ايهستهگياهي در مرحله  تك

متر ميلي 4/4تا  8/3متر و ميانگين طول يليم 4/1تا 3/1اي ميانگين قطرهاي داراين بود كه غنچه نتايج بدست آمده گواه بر. شد
- درجه سانتي 4و  30(پيش تيمارهاي مختلف دمايي  تاثير ،به منظور القاء جنين زايي .باشندحاوي ميكروسپور تك هسته اي مي

ر جنين زايي ميكروسپور بررسي ب FHG ،NLN-13 ،B5و سه محيط كشت ) D-2,4 از پي پي ام 45و  35، 25(، هورموني)گراد
جود وهاي القاء، پيش تيمارها و همچنين اثر متقابل محيط القاء و پيش تيمار نتايج نشان داد كه تفاوت معني داري بين محيط. شد
با غلظت  D-2,4روز و پيش تيمار  8و پيش تيمار گرما به مدت  NLN-13بيشترين تعداد ساختار چند سلولي در محيط . دارد
نمو ي قلبي شكل تا مرحله هاروز جنين 8و پيش تيمار گرما به مدت  FHGدر نهايت فقط در محيط  .ام مشاهده شدپيپي 25

   .نياز است هاپلوئيدها به گياه نمو جنين ولي ولساختارهاي چند ستعداد افزايش  مطالعات بيشتر براي .يافتند

 ك هسته اي، جنين زايي تپور ميكروساصلاح، گياهان هاپلوئيد، : كليديواژه هاي 

   j_hadian@sbu.ac.ir: ،  پست الكترونيكي02129904047تلفن ، ويسنده مسئولن*

  مقدمه

 گياهي معطر )Thymus daenensis Celak( آويشن دنايي
 يانينعنا چند ساله، متعلق به تيرهخشبي، هاي با ساقه

)Lamiaceae( از جمله  مناطق مختلف كشور در كه است
قزوين، ايلام، اصفهان، همدان، كهكلويه و البرز،  هاياستان

). 7و  5(پراكنش دارد  غيره و لرستان بوير احمد، فارس،
غني از تركيب دارويي با ارزش اسانس آويشن دنايي 

باشد و با توجه به سازگاري مناسب اين گياه به مي تيمول
و  داراي پتانسيل اقتصادي ،شرايط محيطي مختلف

- مي تجاري كشت و الايي جهت اهلي كردنباكولوژيكي 

در هر برنامه اهلي سازي انجام كار  ).7و  4 ،2( باشد

هاي اصلاحي در جهت دستيابي به رقم واجد ويژگي
در  .)24( مطلوب فيتوشيميايي و زراعي ضروري است

گياهان دارويي در مقايسه با گياهان زراعي فعاليت هاي به
بدليل . نجام شده استا يژنتيكي خيلي كم نژادي و يا

هاي گياهان دارويي و در ناهمگني ژنتيكي بالاي جمعيت
نتيجه ناهمگني مواد اوليه توليد شده از آنها، يكنواختي 

و  9(توليد تركيبات دارويي به خوبي قابل تامين نيست 
نژادي در توسعه سيستم هاي به ،به دلايل مورد اشاره). 13

رقام با ده و منجر به توليد اگياهان دارويي بسيار سودمند بو
براي توليد يك رقم جديد با  .شودعملكرد يكنواخت مي
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هاي معمول اصلاحي زمان خيلي زيادي استفاده از روش
امروزه باززايي گياهان دابل هاپلوئيد به  .شودصرف مي

هاي اصلاحي، دليل مزاياي متعدد از قبيل كوتاه كردن برنامه
 خالص و متعاقبا كاهش هزينههاي كاملادستيابي به لاين

هاي اصلاحي اي در برنامههاي توليد رقم جايگاه ويژه
چنين   .)13و  10، 6( گياهان دگرگشن پيدا كرده است

توانند به عنوان مواد گياهي اوليه براي هاي خالصي ميلاين
هاي هيبريد و سينتتيك مورد استفاده قرار توليد واريته

همچنين امكان انتخاب لاين لوئيدگياهان دابل هاپ. گيرند
هاي با سطوح بالايي از عملكرد مواد دارويي مهم را فراهم 

هاي اخير در مورد اين روش در سال .)28و  13( سازندمي
 Capsicum(گونه هاي دارويي متعددي چون فلفل 

annum(زيره اروپايي ،)Carum carvi(  با موفقيت همراه
 ).14( بوده است

ار مهم و اوليه براي موفقيت در باززايي از عوامل بسي
هاي گياهان هاپلوئيد از كشت ميكروسپور، انتخاب گل

در بيشتر . حاوي ميكروسپور با مرحله نموي مناسب است
اي هاي گياهي مرحله نموي مناسب، مرحله تك هستهگونه

است كه در اين مرحله سلول از لحاظ تمايز آزادانه عمل 
همچنين . دارد نرزاييخ را به كند و بيشترين پاسمي

مشخص شده است كه بين اندازه گل و مرحله نموي 
علاوه بر مرحله  ).18، 3(ميكروسپور همبستگي وجود دارد 

نموي ميكروسپور فاكتورهاي متعدد ديگري از قبيل 

 محيط كشت مادري وگياه شرايط محيطي رشد  ،ژنوتيپ
ه در با نسبت مناسب تركيبات تشكيل دهند ميكروسپور

موفقيت كشت ميكروسپور جهت باززايي گياهان هاپلوئيد 
در اكثر مطالعات از پيش تيمارهاي تنشي ). 12(موثرند 

القاي  جهت تغيير فاز ميكروسپور از زايشي به رويشي و
اين تنش ها داراي انواع  .جنين زايي استفاده مي شود

هاي ترين آنها مي توان تنشاز رايج كه متفاوتي هستند
مايي، گرمايي، كمبود مواد غذايي، كلشيسين و هورموني سر

  .)26(را نام برد 

در اين تحقيق پس از تعيين مرحله نموي دانه گرده و 
هاي مختلف و ارتباط آن با اندازه گل، تاثير پيش تيمار

زايي از ميكروسپور گياه هاي القاء متفاوت بر جنينمحيط
مورد بررسي قرار آويشن دنايي  اندميكارزش و  دارويي با

  .رفتگ

  روشها مواد و

 مواد گياهي از گياهان آويشن دنايي :تهيه مواد گياهي
 در مزرعه) 1شكل (كشت شده  )TDI 174كلون (

تحقيقاتي پژوهشكده گياهان و مواد اوليه دارويي دانشگاه 
ه هرباريومي تاييد شده اين نمون. شهيد بهشتي تهيه گرديد

هرباريوم پژوهشكده  در MPH-1942با شماره  گياه
  .شودنگهداري مي

  

  
  مورد استفاده جهت تهيه ميكروسپور) TDI 174كلون (گياهان آويشن دنايي  -1شكل 
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گياهان از اواخر خرداد شروع : مطالعه مراحل نموي گل
ها در مراحل مختلف نمو از زماني كه گل. به گلدهي كردند

كاملا باز شده  هااي كه گلها پيدا نبودند تا مرحلهگلبرگ
آوري بودند براي تعيين مرحله نموي ميكروسپور جمع

ها به منظور رنگ بعد از بررسي مورفولوژيكي، گل. شدند
ه كارنوي آميزي و مشاهده هسته با استفاده از تثبيت كنند

ساعت حضور در محلول كارنوي  24بعد از . تثبيت شدند
شستشو  در دماي يخچال، ماده تثبيت كننده با آب مقطر

هاي ها از گلبساك ،براي تعيين مرحله نموي. داده شد
جدا شده و درون ) از مراحل مختلف نمو گل(تثبيت شده 

شيشه ساعتي حاوي چند قطره استوكارمن قرار داده شدند 
دقيقه روي  2و شيشه ساعتي حاوي بساك و رنگ به مدت 

به طور غير  گرادسانتي درجه 90تا  80بشر حاوي آب 
هاي يم حرارت داده شد و در ادامه بمدت زمانمستق

بعد از . حلول رنگ استوكارمن قرارداده شدندمختلف در م
اين مرحله، بساك ها از محلول رنگي خارج و روي لام 

درصد  45سپس چند قطره استيك اسيد . قرار داده شدند
روي لام ريخته و بعد از گذاشتن لامل روي آن با ضربات 

اسلايدهاي تهيه شده با . ريح شدندآرام نوك سوزن تش
  ). 1( سكوپ نوري مورد بررسي قرار گرفتميكرو

جهت جداسازي ميكروسپور، : جداسازي ميكروسپور
اي جمع آوري ها در مرحله نموي تك هستهغنچه گل

ثانيه درون  30ها به مدت براي ضدعفوني ابتدا غنچه. شدند
كلريد دقيقه درون هيپو 4درصد سپس به مدت  70الكل 
، 3(در ادامه غنچه ها سه بار. درصد قرارگرفتند 5/2سديم 

. با آب مقطر استريل شستشو داده شدند) دقيقه 7و  5
درصد استفاده  13جهت جدا سازي ميكروسپور، از ساكارز 

غنچه استريل را داخل بشر  30ابتدا حدود  ).23( شد
درصد ريخته و با استفاده از  13سي ساكارز سي 5حاوي 

ها آزاد ستون سرنگ به خوبي له شدند تا ميكروسپورپي
ها، سوسپانسيون حاصل ابتدا پس از له كردن غنچه .شوند

 45ميلي متر، سپس از فيلتر با مش 4/0از فيلتر با مش 
-محلول بدست آمده در فالكون. ميكرومتر عبور داده شد

-سازي ميكروسپورسي ريخته شد و براي جداسي 15هاي 

سپس . دقيقه سانتريفيوژ شدند 3به مدت 900ها در دور 
(  ها را به زير هود برده و روشناور بيرون ريخته شدفالكون

رسوب حاصله داراي مواد ناخواسته اي  اگر در اين مرحله
درصد ريخته و  13بود، مجدداً چند سي سي ساكارز 

از رسوب ميكروسپور ته  و )شونددوباره سانتريفيوژ مي
 .ات كشت استفاده شدفالكون براي عملي

 ،)NLN-13 )11نوع محيط كشت  3از : كشت ميكروسپور
FHG  )23 ( وB5 )21 (همچنين پيش . استفاده شد

درجه  30مختلفي از قبيل گرما با دماي تنشي تيمارهاي 
درجه  4روز، سرما با دماي  12و  8، 4سانتي گراد به مدت 
  B5كربن روز و گرسنگي 9و  6، 3سانتي گراد بمدت 

)Carbon starvation B5 medium() گرم در ميلي 65داراي
 KH2PO4، 125گرم در ليتر از ميلي KCl، 600ليتر از 

گرم در ميلي MgSO4,7H2O،  65/45 گرم در ليتر ازميلي
) Ca(NO3)2,4H2Oگرم در ليتر ميلي 500ليتر از مانيتول و 

-2,4روز، همچنين تيمار هورموني 15و  10، 5 بمدت) 25(

D گرم در ليتر به ميلي 45و  35، 25هاي مختلف با غلظت
دقيقه در قالب فاكتوريل بر پايه طرح كاملاً  30مدت 

 3جهت كشت ميكروسپور، حدود . تصادفي بررسي شدند
سي از محيط كشت مورد نظر روي رسوب ميكروسپور سي

سپس به . ته فالكون بدست آمده در مرحله قبل، اضافه شد
روليتر از سوسپانسيون حاصل به پتري ميك 500ميزان 
سي محيط كشت افزوده و با سي 20هاي حاوي ديش

جهت اعمال تيمارهاي دمايي، . پارافيلم درزگيري شدند
انكوباتور و  درهاي كشت شده به دماهاي مورد نظر پتري

به ميزان  ،براي اعمال تيمار گرسنگي. يخچال منتقل شدند
 10 ني،تيمار هورمو برايسي محيط گرسنگي و سي 10
هاي مورد نظر به رسوب در غلظت  D-2,4سي محلول سي

دقيقه در  30ها اضافه شده و به مدت ميكروسپور ته فالكون
در نهايت . اتاق كشت در شرايط تاريكي نگهداري شدند

و  ها سانتريفيوژ شده، محلول رويي را بيرون ريختهفالكون
روي رسوب ته  از محيط كشت مورد نظر سيسي 3حدود 
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سوسپانسيون حاصل جهت كشت  فالكون اضافه شد و
  .)2شكل ( استفاده شد

 
  .هاي آويشن دنايي در محيط كشتميكروسپور -2شكل 

 25ها در دماي تمامي كشتبعد از اعمال تيمارهاي مربوط، 
تشكيل . گراد و شرايط تاريكي نگهداري شدنددرجه سانتي

يي در دوره هاي زماني ساختارهاي چند سلولي و جنين زا
  . مختلف مورد بررسي قرار گرفت

  بحث نتايج و

-در ابتدا از استوكارمن در دوره: مراحل نموي ميكروسپور

براي رنگ ) دقيقه 60و  45، 30، 15(هاي زماني مختلف 
آميزي هسته سلول جهت تعيين مراحل نموي ميكروسپور 

ان دقيقه بهترين زم 45مشخص شد كه زمان . استفاده شد
 ميكروسپور آويشن دنايي براي رنگ آميزي هسته سلول

و همكاران اورليا تعداد زيادي از محققين از قبيل . باشدمي
از استوكارمن ) 2011( و همكارانايوا و همچنين  )2007(

 )17و  8(  براي رنگ آميزي هسته سلول استفاده كرده اند
  . كه نتايج مشابه گزارش شده است

العات مختلف گزارش شده است، بين همانطور كه در مط
وجود دارد به  ارتباطاندازه گل و مرحله نمو ميكروسپور 

مرحله نموي  ،نحوي كه مي توان با توجه به اندازه گل
جدول (نتايج اين بررسي . ميكروسپور را پيش بيني نمود

تا  8/3هايي كه اندازه طول آنها بين نشان داد كه در گل) 1
متر بودند، ميلي 4/1تا  3/1شان بين متر و قطرميلي 4/4

تك اي و اواخر ميكروسپورها غالبا در مرحله تك هسته

ها بايد جهت اين گلو از ) 3شكل(د نباشاي ميهسته
 .كشت ميكروسپور استفاده كرد

هاي مراحل نموي ميكروسپور و رابطه آن با اندازه گل -1جدول
  آويشن دنايي

ميانگين 
ميلي (گلقطر

 )متر

ين طول ميانگ
  )ميلي متر(گل

 

  مرحله نموي

1,2-1  6/3-5/3  A  تتراد 

4/1-3/1  4/4-8/3 B  تك هسته اي 

4/1 5/4 C اواخر تك هسته اي 

5/1  0/5  D دو هسته اي 

چهار هفته بعد از كشت،  :رويان زايي از ميكروسپور
ساختارهاي دايره اي شكل بزرگتر از ميكروسپورها در 

گونه نمو بعدي در آنها  كه هيچ محيط كشت ظاهر شدند
اين ساختارها در واقع ساختارهاي ). 4شكل ( مشاهده نشد

هاي ها از سلولباشند كه منشا آنشبه جنيني كاذب مي
در بسياري از گزارشات چاپ شده در زمينه . اپيدرمي است

كشت ميكروسپور به اشتباه اين ساختارها به عنوان ساختار 
ر حاصل شده اند نام برده هاي چند سلولي كه از ميكروسپو

ها با نقش سطح گل اكثر گياهان با يكسري كرك. مي شود
هاي گوناگون پوشيده شده است كه در حين و شكل

ا شكسته و وارد محيط كشت مي جداسازي ميكروسپوره
هاي اپيدرمي اين اندام ها در محيط كشت سلول .شوند
اذب ي چند سلولي كوع به تقسيم كرده و اين ساختارهاشر

  ). 31( آورندرا به وجود مي
تجزيه واريانس اثر محيط كشت، پيش تيمار و اثر متقابل  -2جدول 

  اين دو بر تشكيل ساختارهاي چند سلولي
درجه   ميانگين مربعات 

   آزادي
  منابع تغييرات

  محيط كشت   2 **18,037037
  پيش تيمار  11  8,5016835**
  پيش تيمار* محيط كشت  22  1,99663300**

   خطا  70  0,4521164
  درصد  1تفاوت معني دار در سطح **

  روز  40 تا   30  اولين ساختارهاي چند سلولي حقيقي بين
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تفاوت اين . بعد از كشت در بعضي از تيمارها مشاهده شد
ساختارها با ساختارهاي كاذب در شكل آنهاست به نحوي 
كه ساختارهاي حقيقي برخلاف ساختارهاي كاذب كه 

تعداد . )31( اي و توخالي اند، كشيده و تو پر هستنددايره
ساختارهاي چند سلولي ايجاد شده در كشت ميكروسپور 

. ماه بعد از كشت ثبت و آناليز شد 2در هر تيمار حدود 
دهد اثر محيط كشت، نشان مي 2همانطور كه نتايج جدول 

اثر پيش تيمارهاي مختلف و همچنين اثر متقابل بين محيط 
پيش تيمار بر ميانگين تعداد ساختارهاي چند كشت و 

طبق نتايج مقايسه . درصد معني دار بود 1سلولي در سطح 

هاي مختلف، بيشترين تعداد ساختار ها بين محيطميانگين
شكل ( بدست آمد NLN-13چند سلولي در محيط كشت 

همچنين در بين پيش تيمارهاي مختلف، در پيش تيمار  ).5
ام پيپي 25غلظت  D-2,4روز و  8ت درجه به مد 30دمايي

نسبت به سايرين بيشترين تعداد ساختار چندسلولي تشكيل 
بررسي اثر متقابل محيط كشت و پيش تيمار نيز نشان . شد

بيشترين تعداد  NLN-13و FHG داد كه در دو محيط 
شود كه ميكروسپورها ساختار چندسلولي زماني ايجاد مي

روز انكوبه شوند  8به مدت  درجه سانتي گراد 30با دماي 
  .ام تيمار شوندپيپي 25به غلظت  D-2,4يا با هورمون 

  
  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

) Dاوخر تك هسته اي ) Cمرحله تك هسته اي ) Bمرحله تتراد، ) A: مراحل مختلف نموي ميكروسپور آويشن دنايي و ارتباط آن با اندازه گل -3شكل
  مرحله دو هسته اي

 
اي و توخالي اند، ساختارهاي حقيقي برخلاف ساختارهاي كاذب كه دايره(ساختار چند سلولي كاذب ) B(ساختار چندسلولي حقيقي  )A( -4شكل

  ).كشيده و توپر هستند

(B) (A) 

(D) (C) (B) (A) 
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 دنايياثر متقابل محيط كشت و پيش تيمار بر تعداد ساختارهاي چند سلولي در كشت ميكروسپور آويشن   -5شكل

2,4-D1, 2, 3 : 2,4هورمون  گرم در ليترميلي 45و  35، 25به ترتيب‐D 

Heat1, 2, 3 :روز 12و  8، 4گراد به مدت درجه سانتي 30 به ترتيب تيمار دمايي 

Cold1, 2, 3 : روز 9و  6، 3درجه سانتي گراد به مدت  4تيمار دمايي 

B1, 2, 3 : روز 15، 10 ،5، به مدت به ترتيب تيمار گرسنگي كربن 

Control :شاهد  
ساختارهاي چندسلولي در ادامه نمو به ساختارهاي جنيني 

در مطالعه  اين نوع ساختار. تبديل مي شوند قلبي شكل
 8با پيش تيمار گرما به مدت  FHGحاضر فقط در محيط 

  .)6شكل (روز مشاهده شد 

  
 ساختار جنيني قلبي شكل حاصل از نمو ميكروسپور آويشن -6شكل 

 روز 8با پيش تيمار گرما به مدت  FHGدنايي در محيط 
 

در فرايند رويان زايي از ميكروسپور، براي خاموش شدن 
و شروع مرحله ) زايشي(مرحله گامتوفيتي

به تنش فيزيكي يا  ،ميكروسپور) رويشي(اسپروفيتي
نوع پيش تيماري كه ). 25و  20(شيميايي احتياج است 

شود مهمترين سپور استفاده ميبراي القاي جنين زايي ميكرو
). 14( ور دارا استپنقش را در موفقيت جنين زايي ميكروس

. استفاده از تنش هاي دمايي از روش هاي رايج مي باشد
اگرچه پاسخ به گونه گياهي بستگي دارد، در اكثر موارد 
چنانكه در تحقيق حاضر مشاهده شد، تنش دماي بالا 

اين امر بر . نسبت به تنش دمايي پايين موثرتر بوده است
و   تئودورا توسط) Capsicum annum(روي گياه فلفل 

 Lupinusهمچنين روي گياه  )2011(همكاران 

angustifolia نشان داده  )2009(و همكاران كاميلا  توسط
با اين حال در مواردي چون گياه . )18و  30( شده است

دماي پايين از دماي بالا تنش ) Carum carvi(زيره اروپايي 
). 17(در القاء جنين زايي از ميكروسپور موثرتر بوده است 

تيمار نيز وجود دارد كه در آن قبل از نوع ديگري از پيش 
هاي گل را تحت اينكه كشت ميكروسپور انجام شود جوانه

 Capsicum(در مورد گياه فلفل . دهندتنش دمايي قرار مي

annum(،  و همكاران سوپنا)در روشي متفاوت  )2006
زايي ميكروسپور، غنچه هاي برداشت شده براي القاي جنين

 4هاي زماني مختلف در دماي ترا بطور مستقيم به مد
نتايج نشان داد كه در اكثر . درجه سانتي گراد قرار دادند

درجه  4روز در دماي  3ها اگر غنچه ها به مدت ژنوتيپ
سانتي گراد قرار بگيرند، بيشترين پاسخ را به القاي جنين 

  ).25( دهندزايي مي



 1397، 2، شماره 31جلد                                                   )                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

206 

 Capsicum(در مورد گياه فلفل ) 2008(و همكاران كيم 

annum ( درجه به  30گزارش كردند كه پيش تيمار دمايي
كربن نقش مهمي  )كمبود( روز در محيط گرسنگي 3مدت 

در جنين زايي ميكروسپور و باززايي گياهچه از جنين 
  .)20(داشته است

در اين مطالعه با اعمال پيش تيمارهاي مختلف، ساختار 
ل با اين حا. هاي چند سلولي از ميكروسپور ها ايجاد شد

اثير پيش در جهت افزايش تعداد اين ساختارها مي توان ت
بالاي  pHكلشيسين، اشعه گاما،  تيمارهاي رايج ديگر چون

را محيط، فلزات سنگين، اليگو ساكاريد كاراگينن و غيره 
  .)13و  29( زايي بررسي كردبراي تحريك جنين

محيط هاي كشت مختلف نيز در القاء جنين زايي نقش 
هاي متفاوتي را براي القاي محيط )2000(پولي  گو و. دارند
بررسي كردند  Secale cereale  زايي ميكروسپور گياهجنين

. )16( با موفقيت همراه بوده است PG-96Mكه محيط 
نوع محيط مختلف  شش) 2005(و همكاران فري  همچنين

 Foeniculum(را براي القاي جنين زايي ميكروسپور رازيانه 

vulgare (ره و زي)Carum carvi(  آزمون كردند كه از بين
به ترتيب براي را  AT-3و  NLN-13 آنها محيط هاي
بر اساس تعداد ساختار چند سلولي ايجاد  رازيانه و زيره

در مطالعه كاسنر و همكاران  .)15( شده انتخاب كردند
علي رغم اعمال تيمارهاي مختلف ساختارهاي ) 2017(

روسپور بادرنجبويه مشاهده چند سلولي كمي در كشت ميك
شدو اين ساختارها ساير مراحل نموي را طي ننموده و از 

  ). 19(بين رفتند 

در ادامه تحقيق حاضر مناسب است محيط هاي كشت  
يابي جهت دستنيز  AT3و PG-96مختلف ديگر از قبيل 

كه قادر آويشن دنايي به تعداد بيشتر جنين از ميكروسپور 
مورد بررسي قرار گياه كامل باشند،  به طي مراحل نموي تا

  . گيرند

علاوه بر عوامل مورد بررسي در اين مطالعه، عوامل متعدد 
ديگري نيز در موفقيت رويان زايي از ميكروسپور دخيل 

شرايط رشد گياه مادري دهنده ميكروسپور نقش مهمي . اند
در تشكيل جنين از ميكروسپور و همچنين باززايي گياهچه 

در مورد گياه  )2008(و همكاران كيم  ).32( رداز جنين دا
گزارش كردند كه شرايط دمايي ) Capsicum annum(فلفل

 16همچنين فتوپريود  ،درجه شب 20درجه روز و  25
ساعت تاريكي نقش مهمي در جنين  8ساعت روشنايي و 

زايي ميكروسپور و باززايي گياهچه از جنين داشته 
هان مادري نيز مي تواند در تاثير شرايط رشد گيا. )20(است

  .آويشن دنايي مورد بررسي قرار گيرد كشت ميكروسپور

 تيجه گيرين

هاي جنين زايي ميكروسپور يكي از كارآمد ترين روش
باشد كه بر مبناي توانايي توليد گياهان دابل هاپلوئيد مي

سلول منفرد هاپلوئيد ميكروسپور در جهت تمايز و باززايي 
ور كه از داده هاي حاصل از طهمان .باشد به گياه كامل مي

بيشترين تعداد ساختار چند  ،اين بررسي به دست آمد
و همچنين پيش  NLN-13و   FHGسلولي در دو محيط 

به  D-2,4روز و پيش تيمار هورموني  8تيمار گرما به مدت 
محيط  B5ميلي گرم در ليتر مشاهده شد و محيط  25مقدار 

 ،اين نتايج .ور اين گياه نبودميكروسپ ي كشتامناسبي بر
كشت اوليه جهت باززايي گياهان هاپلوئيد از اطلاعات 

در ادامه لازم . نمودفراهم ميكروسپور آويشن دنايي را 
هست تاثير ساير عوامل بر جنين زايي از ميكروسپور 
آويشن دنايي بررسي شود تا بتوان با القاء تعداد كافي 

ه كامل هاپلوئيد را نيز جنين، شرايط مناسب جهت نمو گيا
سيستم كشت ميكروسپور بهينه  در صورتي كه .بهينه نمود

دستيابي  ،يدئهاپلودابل توليد گياهان هموزيگوت  با ،شود
در مدت زمان كوتاه و با به ارقام هيبريد يا سينتتيك مناسب 

  . امكان پذير خواهد بودهزينه كم 
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Study of developmental stages and embryogenesis of Thymus 
daenensis microspors 

Heydari A., Hadian J., Mirjalili M.H., Karami A.R. and Kanani M.R. 

Medicinal Plants and Drugs Research Institute, Shahid Beheshti University, Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

Thymus daenensis Celak is a valuable medicinal plant containing high thymol content in 
the essential oil. The domestication and breeding of high quality and homogenous 
varieties is necessary for its commercial production. The purpose of this study was to 
regenerate haploid plants from microspore culture. Since, most plant species show the 
best embryogenesis response at the uninuclear stage of microspore development, in the 
present study microspore developmental stages were determined. Based on the obtained 
results, the buds with uninuclear microspores were those of with 1.3-1.4 mm in 
diameter and 3.8-4.4 mm in length. In order to induce microspore embryogenesis, 
different pretreatments of temperature (30 and 4°C), hormones (2,4-D: 25, 35 and 45 
ppm) and different media (NLN-13, FHG, B5) were investigated. The results indicated 
that there was a significant difference in response of microspores to different induction 
media, pre-treatments and their interactions. The highest numbers of multi-cellular 
structures were observed in the NLN-13 medium and temperature treatment of 30 ºC for 
8 days and 2, 4-D treatment of 25 mg/l. Finally, heart shaped embryos were only 
observed in FHG medium with heat pretreatment for 8 days. Future studies are needed 
to increase the number of multi-cellular structures and successful regeneration of 
haploid plants. 
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