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یدهچک
Salvia leriifolia(.نوروزك Benthییخواص مختلف دارویراخيهاکه در سالیان ره نعناعیچندساله، متعلق به تی و علفیاهی) گ

از موضوعات جالب توجه در یکیریاخهايدر سالییدارواهانیگياشهیدرون شيدیپلوئیپلشناخته شده است.یاهگینا
5/0و 2/0، 1/0، 05/0، 0سین (هاي مختلف کلشیبا استفاده از غلظتبر این اساس،.باشندیمیاهیو کشت بافت گيوتکنولوژیب

. شدمطالعه هاي باززا شده نوروزكهاي انتهایی گیاهچهپلوئیدي در جوانهساعت، القاي پلی72و 48، 24درصد) در سه سطح زمانی 
نتایج نشان داد که.شدکی بررسی یکی، بیوشیمایی و سیتوژنتیخصوصیات مورفولوژیکی، فیزیولوژپلوئید،شناسایی گیاهان پلیبراي

باشد. با مقایسه میداریدرصد معن1هاي حاصل در سطح احتمال مانی گیاهچهسین بر درصد زندهتأثیر تیمارهاي مختلف کلشی
44/84درصد برابر با 05/0ها در تیمار مانی ریزنمونهسین، بالاترین میزان زندهدرصد کلشی5/0و 2/0، 1/0، 05/0تیمارهاي 

القاء تتراپلوئیدي سبب تغییرات .شدسین ثبت درصد کلشی5/0. همچنین بالاترین میزان مرگ گیاهچه، در غلظت شددرصد مشاهده 
عرض ،طول و عرض روزنه در سطح زیرین برگمورفولوژیکی، فیزیولوژیکی، سیتولوژیکی و ترکیبات شیمیایی از قبیل افزایش 

ز و هاي کاتالا(آنزیمشداکسیدانیهاي آنتیفنل کل و فعالیت آنزیم،اکسیدان کلبرگ، سطح برگ، میزان کلروفیل برگ، میزان آنتی
تعداد کروموزوم گیاهان دیپلوئید شد.طول برگ و تراکم روزنه در واحد سطح برگ کاهش موجب همچنین آسکوربات پراکسیداز)، 

طور بهسینکه  کلشیبیان کردتوان ) بود. بنابراین می2n=4x=44(44) و در گیاهان تتراپلوئید برابر با 2n=2x=22عدد (22برابر با 
د.گیاه نوروزك را دارپلوئید در مؤثري قابلیت القاي پلی

کشت درون شیشه.پلوئیدي،سین، پلینوروزك، کلشیهاي کلیدي:واژه

مقدمه
Salvia leriifolia(ینوروزك با نام علمییاه دارویگ

Benth(ره نعناعیمتعلق به ت)Lamiaceaگلی )، جنس مریم
)Salvia(، گونه لریفولیا)Leriifolia(هاياستانیو بوم

,Rechinger(باشدیخراسان و سمنان م که در )،1982
اه مانند کاهش ین گیاییر خواص مختلف دارویاخيهاسال

کاهش قند خون، ضد درد و ضد ین،به مورفیوابستگ
یريجلوگتشنج،ضد انعقاد خون، ضد اکسیدان،یالتهاب، آنت
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و يضد باکترهايیتمعده، فعاليهاو توسعه زخمیجاداز ا
,Hosseinzadehشناخته شده است (موتاژنیکیاثرات آنت

يهاتیاه نوروزك وابسته به متابولیگییودارارزش).2009
ها و دها، تاننیها، فلاونوئنیدها، ساپونیازجمله ترپنوئ،هیثانو

,Tabatabaei yazdi(باشدمیدهایآلکالوئ 1996.(
یافتن،نامتخصصیو هدف اختصاصیاصلیدکأتامروزه 

و یکیژنتياستعدادهاهتوسعیاهی،گیدجديهاگونه
یاهانگثره ؤممواد یشافزايبراهایییوهشیافتنینهمچن
,Yavariاست (ییدارو اصلاح يهااز روشیکی).2008

یاهاناز گیدتتراپلوئیاهانگیزشانگیی،دارویاهانگ
در رشد و نمو و تواندیآنها است که مأمنشو دیپلوئید

یاهانگثره ؤممواد یفیتو کیتکمینعملکرد و همچن
يهاسلولاغلبدهایپلوئیداشته باشد. پلیرثأتییدارو

شتر و یبآبزانیمکندتر،رشدتر،میضخيهابرگبزرگتر،
دهندمیش دوره آن نشانیافزاهمراه بارا یگلدهدر ریتأخ

)Kondorosi et al., در یشتربیکیاکولوژيسازگار).2000
که بتوانند نسبت به سازدمیآنها را مستعدپلوئیدها،یپل
ییرتغیسخت را بهتر تحمل کنند و در طیطشرایپلوئیدهاد

کنند یدابهتر استقرار پشود،یمیجادتکامل ایکه در طیطمح
)Levin, پروانشگیاهشده درانجامتحقیقات).1983

(Catharanthus roseus)گیاهمقاومتکهدادنشان
ریشهوپوسیدگی طوقهوسرخشکیدگیبهنسبتتتراپلوئید

,Dhawan and Lavania).بوددیپلوئیدگیاهازبیشتر

1996)

فیزیولوژیکی و یندهاي افرتواند بر پلوئیدي میپلی
تنفس، گیاه اثر گذاشته و طی آن میزان فتوسنتز،بیوشیمیایی 

ها و بیان ها و آنزیمهاي فتوسنتزي، فعالیت ژنانتقال الکترون
Dhawanها را تغییر دهد (ایزوزیم & Lavania, ). در 1996

اثر افزایش سطح پلوئیدي، میزان تنفس کاهش یافته، ولی 
ابد. این امر یها افزایش میفتوسنتز، فعالیت ژن و تنوع آنزیم

گذارد گیاه اثر میهاي ثانویهبر کیفیت و کمیت متابولیت
)Dhawan & Lavania, 1996; Lavania & Srivastava,

یمچندبرابر شدن مستقیجهنتیدهاپلوئاز آنجا که پلی.)1991
و یهو پایاصلیکیژنوم مشابه هستند و در آنها ماده ژنت

ینچند برابر شده است، بنابرایزدنبال آن تعداد ژن نبه
& Dhawan(شودانجام مییزها نیتمتابولیدتولیشافزا

Lavania, 1996.(
درمورد استفاده شیمیاییمادهسین مؤثرترینکلشی
آلکالوئید استخراجیککهاستپلوئیديپلیالقاءمطالعات

اه گل حسرتــگیهاي و گلپداژهبذرازشده
)Colchicum autumnale (اشدـبیم)Arzani, با.)2001

پلوئیدي در هاي کشت بافت، القــاي پلیتوسعه تکنیک
هاي اصلی براي عنوان یکی از روشبهايمحیط درون شیشه
Zhangپلوئیدي مطرح است (القاي گیاهان پلی et al.,

پلوئیدي اي پلیکه براي القاي درون شیشهطوريبه).2008
Hyoscyamusبسیاري از گیاهان مانند بذرالبنج سیاه (در 

reticulatus()Madani et al., )، بذرالبنج مصري2015
)Hyoscyamus muticus) (Shahriari Ahmadi et al.,

,Datura stramonium) (Rowsonداتوره (،)2008

Wallaart(درمنه،)1949 et al., Salvia(مریم گلی)، 1999

miltiorrhiza) (Gao et al., Paulowniaو پالونیا ()،1996

tomentosa ()Tang et al., سین استفاده ) از کلشی2010
شده است.
پلوئیدي نشان داد ت مختلف در پدیده پلیقاتحقینتایج

Salvia miltiorrhiza)در گیاه بابونه که  Bge.) افزایش ،
هاي آن منجر به افزایش قطر و وزن گلسطوح پلوئیدي

Gao(شودمی et al., در گیاه بادرشبین یهمچن).1996
(Dracocephalum moldavica L.)افزایش سطح پلی-

تر تر و تیرههاي درشتپلوئیدي سبب ایجاد گیاهانی با برگ
Omidbaigi(شد  et al., 2010b( .

پلوئیديسطحافزایشباو بادرشبی،ریحانگیاهدر
وطولروزنه،محافظهايسلولهايکلروپلاستتعداد

کاهشآنهاتراکموافزایشروزنهمحافظهايسلولعرض
Omidbaigi)یافت et al., 2010a; Omidbaigi et al.,

2010b). پلوئیدي در بسیاري که اتوپلیکردندبیانمحققان
Atropa،Camelliaازجملهاز گیاهان دارویی 

HyoscyamusوSolanumهاي متابولیتافزایش شدید
که در حالیدهد،ازاء واحد وزن خشک نشان میثانویه را به
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این کاهش تولیدMenthaوDaturaهایی مانندگونه
,Dhawan and Lavania)دهندترکیبات را نشان می

1996) .
دارویی بسیار مهم و گیاه دارویی نوروزك از گیاهان 

اي در حوزه باشد که مطالعهارزشمند عرصه طبیعی ایران می
و از اي آن انجام نشده استاصلاح و تکثیر درون شیشه

پلوئیدي در محیط درون القاي پلیدر رابطه باطرفی 
منظور بهپژوهشاین .در دست استیاطلاعات کماي شیشه

یاهگاي درشیشهدروندر شرایط یديمطالعه القاء تتراپلوئ
یتبا قابلیاهانیگتولیدیسنجنوروزك و امکانییدارو

بهتر یکیمورفولوژیاتو خصوصیشتراسانس بیزانمیدتول
.شدانجام 

هامواد و روش
مواد گیاهی

شگاهیآزمادر1393و1392يسالهادرقین تحقیا
دانشکدهیباغبانگروهیقاتیتحقگلخانهویاهیگبافتکشت

مورد استفاده يبذرها. شداجراهیارومدانشگاهيکشاورز
و يکشاورزقاتیتحقستگاهیمطالعه از انینوروزك در ا

غرب در شماليمنطقه آبخواندار(سبزواریعیمنابع طب
شد.هیتهي، واقع در استان خراسان رضو)سبزوار

ش از یانجام آزمابراينوروزك ییاه دارویگهايزنمونهیر
اي شهیط درون شیاه در شراین گیاافتهیرشد هاياهچهیگ
ند.شده یته

القاء براياهچه مورد نظر یبه تعداد گیابیمنظور دستبه
1مدت بهدرصد70با استفاده از اتانول هاابتدا بذر،يدیپلوئ
درصد (کلر فعال)5/2میسدتیپوکلریو بعد با هقهیدق
بار با آب 3تیشده و در نهایضدعفونقهیدق25مدت به

ط یدر شرایبعد از ضدعفونبذرها. شدشستشو لیمقطر استر
نیانییپااریبسیزنجوانهلیدلبهنار،یر هود لامیل و زیاستر

نصف دهشلیبا استفاده از پنس و اسکالپل از قبل استراه،یگ
لیتکمMSتکشطیهمراه آندوسپرم، در محبهنیشده و جن

تولینوزیوایمتریدر لگرمیلیم100، ساکارزدرصد 3شده با 
هازنمونهیری،پس از رشد کاف،شددرصد آگار کشت 7/0و 

) ییزا(ساقهيپرآوربرايانتقال داده شدند.ییباززاطیبه مح
MSکشت طیساقه استفاده شد و از محییانتهاجوانهاز 

BAP)1000یاهیگرشديهاکنندهمیتنظشده با لیتکم
500(GA) وکرومولاریم100(IBA)، کرومولاریم
ابتدا هازنمونهیرییزاشهیربراي) استفاده شد و کرومولاریم
ماه به کیمدت بهيآمده از مرحله پرآوردستبهاهانیگ

انتقال یاهیرشد گيهاکنندهمیتنظفاقدMSکشت طیمح
در لیترگرممیلی1يحاوMSکشت طیبه محبعدو افتی

.شدمنتقل NAAیاهیه رشد گکنندمیتنظ

سینیکلشيحاوکشتيهاتهیه محیط
سیگماشرکتازتحقیقنیادراستفادهموردسینیکلش

سین،محیط حاوي تیمارهاي کلشیهتهیمنظور. بهشدتهیه1
5/0یعنینیازموردغلظتنیبیشتربا2هیپامحلولکیابتدا

. شدتهیهبود،شدهمحاسبهقبلاًکهنیازموردحجمبادرصد
فیلترینگ سرد (فیلتر نایلونی باسینیکلشهیپامحلولسپس

محلولکردنرقیقباادامه. درشدلیاستر)میکرون2/0
-بهسینیکلشيحاويهامحیطازمختلفيهاغلظته،یپا

محلول بهترجذببرايکهاستذکربهلازمآمد.دست
چندشدهتهیههیپامحلولبهها،زنمونهیرتوسطسینیکلش

.شدافزوده203نیتوواز محلولقطره
براي: ياشهیشدرونطیشرادرپلوئیديپلیمرحله القا 

ط یاه در شراین گیاکردهرشد هاياز سرشاخهيدیالقاء پلوئ
ن یبه ا،استفاده شدییهمراه با دو برگ انتهااي شهیدرون ش

ط یدر محمتریک سانتیطول یی بهانتهاهايمنظور جوانه
، 05/0، 0ن سییمختلف کلشهايغلظتيحاوMSکشت

) کشت شدند. پس یبه حجمی(وزندرصد5/0و2/0، 1/0
ساعت)، 72و24،48مار (یاز گذشت زمان مورد نظر ت

قه شستشو یدق3تا 2مدت بهلیاستربا آب مقطرهااهچهیگ
برايط کشت فاقد هورمون یمحو پس از آن در داده شدند

ه درج25±1ییدماطیشراو در هرشد واکشت شد

1. Sigma Company
2. Stock solution
3. Tween 20
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ساعت 8و ییساعت روشنا16يو دوره نورگرادنتیسا
صورت بهشین آزمایند. اشدداريدر اتاق رشد نگهیکیتار

همراه با پنج غلظت یل در قالب طرح کاملاً تصادفیفاکتور
سه ،درصد)5/0و 2/0، 1/0، 05/0، 0(نسییمختلف کلش

يریکارگساعت) و با به72و 48، 24مختلف (یسطح زمان
45(ماریهر تيزنمونه) برایر15سه تکرار (هر تکرار 

. شد) انجام زنمونهیر

تیماراعمالازپسهاریزنمونهمانیزندهبررسی
پسهاریزنمونهمانیزندهونمورشد،درسینکلشیاثر

قرارارزیابیموردتیمارهااعمالازروز30گذشت از
تیماروتکرارهردرماندهزندههايریزنمونهتعدادگرفت.

اثردرشدهخشکهايریزنمونهتعدادازوشدشمارش
شد.تفکیکسینکلشیتیمار

ــهگیاهــانشناســایی ــهتغییریافت ــلب يهــایژگــیودلی
ياشهیشدرونطیشرادریکیمورفولوژ

يهازنمونهیر،يپلوئیدسطحیمقدماتیبررسمنظوربه
و یمتواليهاپس از واکشتنسییکلشمادهبامارشدهیت

سه مشخصات و یو مقایق بررسیرشد مناسب، ابتدا از طر
نشده)، ماریشاهد (تاهانیبا گیکیمورفولوژهايیژگیو
در رشد ریتأخی(به طور کليدیپلوئپلیمشکوك به اهانیگ

، يرشدهنقطا سه یدو يدارااهانیا گیماریبعد از اعمال ت
اهانیتفاوت در سطح، ضخامت، شکل و رنگ برگ با گ

افته، چروك و یشکل رییتغره،یتيهابرگهمانندشاهد، 
ند.  شدنش ی) گزماریپس از اعمال تمیضخ

برگسهها،روزنههمشاهدبرايی: میکروسکوپمطالعات
وسنهميهابرگممکنحدتاوافتهیتوسعهکاملاًوبالغ
-پلیبهمشکوكگیاهانازکیهریمیانقسمتازاندازههم

جداگیاهازوانتخابپلوئیدیدگیاهانباسهیمقادريپلوئید
Hamill(4ناخنلاكتکنیکازاستفادهباشد. سپس et

al., انجاميبردارنمونهآنهانیریزسطحاپیدرماز،)1992

1. Nail varnish technique

دستگاهتوسطآنازيبردارعکسونمونههمشاهد. شد
بهمشکوكگیاهانيادیزحدتاوانجامينورمیکروسکوپ

ند.شدتفکیکروشنیاازاستفادهبايپلوئیدپلی

لیکلروفيهازهیرنگيگیراندازه
از روشلیکلروفيهازهیرنگيریگاندازهيبرا

Lichtenthaler وWellburn(1985) 1/0. شداستفاده
درصد 100استون تریلیلیم5همراه بهگرم از وزن تر برگ

قهیدق10مدتبهحاصلهعصارشد. دهییساینیدر هاون چ
- ک از نمونهی. سپس جذب هرشدفوژ یدور سانتر2500در 

,WPAS2100شده توسط اسپکتروفتومتر (فوژیانترسيها

UK UV/Vis ( نانومتر 645نانومتر، 662يهاطول موجدر
و aلیکلروفهمحاسبينانومتر خوانده شد. برا470و

زانیمAدر ضمن .شدر استفاده یزيهااز فرمولbلیکلروف
جذب خوانده شده در هر طول موج توسط دستگاه 

باشد.میاسپکتروفتومتر
Chla = 11.75 A662 – 2.350 A645

Chlb = 18.61 A645 – 3.960 A662

کل و فنل کل دانیاکسنتیآيگیراندازه
یمتانوليگیرعصاره
خشک شده در يهاگرم از برگ5/0منظور، نیايبرا

انتقال داده شدند. شیکردن به لوله آزماابیپس از آسه،یسا
واضافهها نمونهيبر رواترلیاتيدلیتر میلی10در ادامه،

يدار) نگهگرادیدرجه سانت4(خچالیساعت در 24مدت به
چند بار هابه داخل بافتاترلیاتينفوذ بهتر دبراي.شدند
Fattahi)هم زده شدها بهنمونه et al., نیبعد از ا.(2011

لیترمیلی10يبه بشرهايعصاره اترروشناورعیمرحله، ما
واضافه اترلیاتيدلیترمیلی5عصاره، ي. بر روشدمنتقل 

شد، ریهود) تبخری(زاترلیاتيساعت که د5بعد از گذشت 
درصد 80متانول لیترمیلی5مانده، یبه ماده خشک باق

دنبال بهخود حل کند.دررا ماندهیاضافه شد تا عصاره باق
خچالیعبور داده شده و در یآن عصاره حاصل از صاف

شد. يدارنگه
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کلدانیاکسنتیآيگیراندازه
تریکرولیم950کل، دانیاکسنتیآيگیراندازهمنظوربه

DPPH (5× 10-6mol/lit) یعصاره متانولتریکرولیم50به
30تا 15و پس از شده(ذکر شده در قسمت قبل) اضافه 

توسط اسپکتروفتومتر در هااز نمونهکیجذب هرقه،یدق
فعالیتمحاسبهيشد. براقرائتنانومتر 517طول موج 

Chiou)شداستفاده ریکل از فرمول زدانیاکسنتیآ et al.,

روش بالا عملبهزیندانیاکسنتیبلانک آهیتهبراي.(2007
درصد 80متانول تریکرولیم50عصاره، يجابه، فقطشد

AC.شداضافه  − ASAC ∗ 10
موج طول= ACو نمونهموجطول= ASکه در آن 

استبلانک

فنل کليگیراندازه
عصاره تریکرولیم30فنل کل، به يگیرمنظور اندازهبه
10نیفولتریکرولیم600آب و تریکرولیم90،یمتانول

تریکرولیم480قه،یدق10تا 5. پس از شددرصد اضافه 
وشدشده اضافه هیتهيهادرصد به نمونه10میکربنات سد

تا رنگ نگهداريکیتاريساعت در جا2تا 5/1مدت به
هااز نمونهکیکند. سپس جذب هررییها به بنفش تغنمونه

.شدقرائتنانومتر 765توسط اسپکتروفتومتر در طول موج 
باشدمی(µg/g DW)جذب خوانده شده برحسبزانیم

.(Slinkard and Singleton, 1977)

y = 0.0007x+0.0145

یدانیاکسنتیآيهامیآنزتیسنجش فعال
ی،دانیاکسنتیآيهامیآنزيهاتیسنجش فعاليبرا

SaltiveitوKangبا استفاده از روشیاهیعصاره گ

منظور ابتدا نیايشد و براهیتهراتییتغیبا اندک)2002(
در هر سطح اهیگيهاگرم وزن تر بافت از برگ5/0

بافر (شامل تریلیلیم3توسط بعد و شدنیتوزيدیپلوئ
میلیpH ،MgCl23=5/7باHCLسیبافر ترمولار05/0

دهیی) در داخل هاون سرد سامولارمیلیETDA1مولار، 
میآنزتیفعاليگیراندازهبرايیبافر استخراجشد.

مولاریلیم2/0شامل (APX)دازیپراکسآسکوربات
در قهیدق20مدت بهبود. هموژنات سپسزیآسکوربات ن

محلول ) قرار گرفت.قهیدور در دق5000(فوژیرداخل سانت
تیفعاليریگاندازهيعنوان عصاره خام برابهحاصلییرو
استفاده (CAT)و کاتالازدازیپراکسآسکورباتيهامیآنز
.شد

سنجش فعالیت آنزیم با : دازیآسکوربات پراکسمیآنز
) با اندکی تغییرات انجام Aseda)1992استفاده از روش 

50فسفات لیتر بافر میلی5/2شد. مخلوط واکنش شامل 
مولار، میلیEDTA1(شامل pH7مولار با میلی

H2O210لیتر میلی2/0مولار و میلی1آسکوربات سدیم 
لیتر عصاره میلی1/0مولار) را برداشته و روي آن میلی

فعالیت آنزیم از طریق اکسید و بعد استخراجی اضافه کرده 
- شدن آسکوربات توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در طول 

گیري شد که همراه با کاهش جذب اندازهnm290موج 
Mm-1در طی یک دقیقه فعالیت آنزیم بود ( cm-18/2.(

Units(mM min⁄ )= ( ) × Vol. of assay(. 0001)Extinction cofficient (2.8)
= ( .Volاختلاف بین دو قرائت در یک دقیقه( of assay=حجم محلول داخل سلExtinction cofficient=ضریب خاموشی
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کاتالازمیآنز
Aebiبا استفاده از روشCATسنجش فعالیت آنزیم 

لیتر بافر میلی5/2) انجام شد. مخلوط واکنش شامل 1984(
لیتر میلی2/0ي امحتوpH7مولار با میلی50فسفات 

H2O21 لیتر عصاره استخراجی بود. میلی3/0درصد و

صورت کاهش در جذب طی یک بهCATفعالیت آنزیم
محاسبه شد. براي سنجش nm240دقیقه در طول موج 

Mm-1ریب خاموشی (میزان فعالیت از ض cm-16/43 و از (
.شدفرمول زیر استفاده 

Units(mM min⁄ )= ( ) × Vol. of assay(. 0003)Extinction cofficient (43.6)
= ( .Volاختلاف بین دو قرائت در یک دقیقه( of assay=حجم محلول داخل سلExtinction cofficient=ضریب خاموشی

حصولبرايمرحلهدر این: هاکروموزومه مشاهد
گیاهان وپلوئیدیدگیاهانيهاسلوليهاکروموزوماطمینان،

یسیتوژنتیکيهایبررسیپلوئیدي طمشکوك به پلی
نوك هاي م از قسمتوکروموزمشاهدهبرايند.شدمشاهده

يهاشهیرازمتریسانتکیهاي جوان استفاده شد.ریشه
-یهیدروکس- 8مولیمیل2محلولدروجداگیاهانجوان

درجه 30تا25ساعت در دماي 4تا5/3مدتبهکینولین
درهاسلولتثبیتيبراآندنبالگراد قرار داده شد. بهسانتی
الکلقسمتسهيحاويکارنومحلولازتقسیممراحل
گلاسیال استفادهاسیداستیکقسمتکیوخالصاتیلیک

محلولدرساعت24مدتبههانمونهدادنقراربا.شد
يهاسلولگراد،یسانتدرجه30تا 25يدمادرهکنندتثبیت

.شدندثابتوکشتهمختلفمراحلدررا تقسیمحالدر

يحاوظرفدرونشهیريهانمونههیدرولیز،انجاميبرا
60يدمادردقیقه15مدتبهنرمالکیکیدریاسید کلر

يشدند. برادادهقرارگرمآبحمامدرونگرادیسانتدرجه
ساعت8- 7مدتبهشدههیدرولیزيهانمونه،يآمیزرنگ
قرارگرادسانتیدرجه20يدمادرمحلول استوکارمندرون
ترتیرهيهاقسمتیمیکروسکوپمطالعاتيبراشدند.داده

هاکروموزوموگرفتقرارمیکروسکوپریشد و زجدانمونه
,Chavadej and Becker)ندشدمشاهده 1984)

هادادهآماريتحلیلوتجزیه
شد. مقایسهانجامSASافزارنرمباهادادهوتحلیلتجزیه

5اي دانکنچند دامنهآزمونازاستفادهباهامیانگین

)DMRT(افزارنرمازاستفادهبانمودارهاو رسمگردیدانجام
Excel انجام شد.2007

نتایج
ها پس از اعمال تیمارمانی گیاهچهزنده

-ها نشان داد که غلظت کلشینتایج تجزیه واریانس داده

درصد بر درصد 1داري در سطح احتمال سین تأثیر معنی
داري که اختلاف معنی، در حالیشتها دامانی گیاهچهزنده

هاي مختلف و اثرات متقابل غلظت و زمان تیمار بین زمان
).  1(جدول شدمشاهده ن

1- Duncan s Multiple Test.
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نوروزكدر گیاهسین هاي تیمار شده با کلشیمانی گیاهچهزندهحاصل از تجزیه واریانسمیانگین مربعات-1جدول 
ماندهمیانگین گیاهچه زنده درجه آزاديمنابع تغییر
47/35**4سینغلظت کلشی

2ns40/1زمان
8ns42/0زمان× سین غلظت کلشی

2862/0اشتباه آزمایشی
55/29ضریب تغییرات (درصد)

ns ،**:درصد 1دار در سطح معنیوداردهنده عدم اختلاف معنیترتیب نشانبه

درصد5/0و 2/0، 1/0، 05/0يهاغلظتدر بین
دريداریمعنتیمار شاهد تفاوتباسهیمقادرسینیکلش
یمانزندهدرصدنیبیشتروشدثبت هازنمونهیریمانزنده

. شدمشاهده شاهدتیماردرصد) در55/95ها (گیاهچه
تفاوتنیزدرصد05/0تیمار وشاهدتیماربینکه نحويبه

ولی با تیمارهاي نداشت،وجودیمانزندهلحاظازيداریمعن
،شدمشاهدهيداریمعنتفاوتدرصد5/0و 2/0، 1/0
اعمالازپسهازنمونهیربقاءدرصدنیبیشترکهيطوربه

44/84میانگینبادرصد05/0در غلظت سینیکلشتیمار
غلظتافزایش). با1(شکل شدمانی مشاهده درصد زنده

کهطوريبهکرد،پیداگیاهچه کاهشبقاءدرصدسین،کلشی

هاي تیمار شده از بین گیاهچههکلیدرصد5/0غلظت در
کاهشسین،یکلشغلظتشیافزابایکلطوربه.رفتند

. تیمارشدمشاهده هاگیاهچهیمانزندهدرصدمحسوس
با سهیمقا) در33/61مانی ساعت (با درصد زنده24یزمان
بریتوجهقابل) تأثیر33/49مانی ساعت (با درصد زنده72

يهازمانبینهر چندداشت.هازنمونهیریمانزندهمیزان
.شدنمشاهدهيداریمعناختلافصفتنیمختلف در ا

دوسین، جوانهیکلشرفتهکاربهيهاغلظتبیشتردر 
وشدهتیمارزنمونهیرکاملشدنخشکازپساولیهیبرگ

). 2شد (شکلییباززااولیهرشددرتأخیرازپس

سین بر تعداد گیاه زنده مانده نوروزكهاي مختلف کلشیغلظتاثر -1شکل 
باشند.میدارمعنیدانکندرصد آزمون 5با حروف غیر مشابه، در سطح احتمال هاي میانگین
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سینتیمار شده با کلشیتأخیر در رشد اولیه گیاهان الف)؛فاقد هورمونMSکشت گیاهان تیمار شده نوروزك در محیط کشت -2شکل 
شده)ماری(تيبا دو نقطه رشدافتهیرشد اهیج) گ،تیمار نشدهعادي گیاهان رشد ب) ،پس از دو هفته

منظور تعیین سطح پلوئیـدي  مطالعات مورفولوژیک به
سین کلشیگیاهان تیمار شده با 

ــوپلوئید،   ــد و میکسـ ــان تتراپلوئیـ ــب گیاهـ در اغلـ
ــرگ ــا  ب ــد ام ــه داراي ظــاهري نابهنجــار بودن هــاي اولی
هاي بعدي ایجاد شده در محل تیمار ظاهر طبیعـی  برگ

داشتند. 

بـا شـده تیمـار گیاهانپلوئیديسطحتعیینمراحل
سینکلشی
ــر    - 1 ــدي ب ــطح پلوئی ــر س ــر تغیی ــی اث بررس

خصوصیات مورفولوژیکی
نتــایج بررســی خصوصــیات مورفولــوژیکی گیاهــان 

سـین  هـاي مختلـف کلشـی   شاهد و تحت تیمار غلظـت 
نشان داد که از نظر برخی خصوصـیات فنـوتیپی داراي   

باشند.شرح زیر میهایی بهتفاوت

- پلـی دیپلوئیـد و گیاهـان برگسطحعرض وطول،
پلوئید 

اخـتلاف کـه دادنشانهانتایج تجزیه واریانس داده
گیاهـان بـین درصـد 1سـطح احتمـال   درداريمعنـی 

پلوئید در رابطه با طول، عـرض و سـطح   پلیودیپلوئید

دربـرگ طـول میانگین.)2داشت (جدول وجودبرگ
متـر و در  میلـی 69/88بـا  برابـر دیپلوئیـد هـاي نمونـه 
دست آمد.متر بهمیلی8/62پلوئید برابر با پلیهاي نمونه

وبـرگ طـول کـاهش پلوئیـدي، باعـث  سطحافزایش
نشانحاصلنتایج).3برگ شد (جدول عرضافزایش

1سـطح دربـرگ بـر سـطح  پلوئیديسطحاثرکهداد
افـزایش باکه طوريبه). 2شد (جدول دارمعنیدرصد
).3یافت (جدول افزایشنیزبرگ سطحپلوئیدي،سطح

پلوئید پلیدیپلوئید وگیاهاندمبرگوبرگضخامت
قطر برگ،ضخامتموردها درتجزیه واریانس داده

بـین داريمعنـی اختلافکهدادنشاندمبرگ و ساقه
). 2دارد (جـدول  وجـود پلوئیدپلیودیپلوئیدگیاهان

هـاي نمونـه دربـرگ بخـش میـانی   ضخامتمیانگین
گیاهانهاينمونهدرومترمیلی21/4با برابردیپلوئید

 ـبـود متـر میلـی 50/7برابر بـا  پلوئیدپلی بـا  نی. همچن
هـاي ضـخامت دمبـرگ نمونـه   يدی ـسطح پلوئشیافزا
در متـر یل ـیم8/12و بـه  افـت یشیافزازیندیپلوئپلی
بودنـد،  متـر یل ـیم9کـه  دیپلوئیدهايهبا نمونسهیمقا
). 3(جدول دیرس
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رابطهدرشدهگیرياندازهرشديهايشاخصواریانسحاصل از تجزیهمیانگین مربعات-2جدول
گیاه نوروزكپلوئیديمختلفسطوحبا

قطر ساقهقطر دمبرگضخامت برگسطح برگعرض برگطول برگDFمنابع تغییر
97/8٭٭13/0٭18/3٭٭193061/٭٭51/214٭٭05/218٭٭1سطح پلوئیدي
955/16952/236/12413016/0015/014/0اشتباه آزمایشی

59/1633/1237/1976/1544/1095/11ضریب تغییرات (درصد)
درصد1ودرصد5در سطوحدارمعنیترتیببه:٭٭و ٭

پلوئیدي گیاه نوروزكمختلفسطوحبارابطهدرشدهگیرياندازهرشديهايشاخصمقایسه میانگین-3جدول 

هاشاخص
پلوئیدپلیدیپلوئید
میانگین±خطاي استاندارد میانگین±خطاي استاندارد 

mm(88/69میانگین طول برگ ( ± 31/10 a62/8 ± 76/16 b

mm(9/6میانگین عرض برگ ( ± 24/1 b16/15 ± 47/1 a

2mm(476/8(میانگین سطح برگ  ± 87/70 b673/3 ± 22/131 a

mm(4/21میانگین ضخامت برگ ( ± 99/0 b7/50 ± 15/0 a

mm(9/00میانگین قطر دمبرگ ( ± 07/0 b12/8 ± 17/0 a

mm(25/4میانگین قطر ساقه ( ± 42/0 b38/8 ± 39/0 a

.باشددار میمعنیدرصد آزمون دانکن 5هاي با حروف غیر مشابه در هر ردیف، در سطح احتمال  میانگین

پلوئیدپلیپلوئید ویدگیاهانخشکوتروزن
وریشهخشکوتروزنمقایسهازحاصلنتایج
دیپلوئیدبوته5بینحاصل از گیاهان درون شیشه شاخساره

سطحدرداريمعنیاختلافکهدادنشانپلوئیدبوته پلی5و
گیاهانخشک شاخسارهتر ووزندردرصد5احتمال
وزن تر و با این حال در.داردوجودپلوئیدپلیودیپلوئید
- معنیاختلافبین سطوح مختلف پلوئیديریشه خشک

گیاهاندرهاشاخسارهتروزننشد. میانگینمشاهدهداري

پلوئید برابر با هاي پلیگرم و در نمونه50/4بابرابردیپلوئید
). 4داري نشان داد (جدول گرم بود، که اختلاف معنی06/7

26/4با برابردیپلوئیدهاينمونهدرریشهترمیانگین وزن
گرم بود که 66/4با برابرپلوئیدپلیهاينمونهدروگرم

). در این 4داري را با هم نشان ندادند (جدول اختلاف معنی
پژوهش با وجود افزایش وزن تر و خشک ریشه در گیاهان 

داري پلوئید در مقایسه با گیاهان دیپلوئید، اختلاف معنیپلی
آنها مشاهده نشد.بین

پلوئید نوروزكگیاهان دیپلوئید و پلیمقایسه وزن تر و خشک در-4جدول 
پلوئیدپلیدیپلوئیدهاشاخص

میانگین±خطاي استانداردمیانگین±خطاي استاندارد
4/50وزن تر شاخساره (گرم) ± 46/0 b7/06 ± 72/0 a

0/35شاخساره (گرم)وزن خشک  ± 11/0 b0/50 ± 07/0 a

4/26وزن تر ریشه (گرم) ± 93/0 a4/86 ± 07/1 a

0/76وزن خشک ریشه (گرم) ± 10/0 a0/79 ± 121/0 a

باشد.دار میمعنیدرصد آزمون دانکن5هاي با حروف غیر مشابه در هر ردیف، در سطح احتمال میانگین
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بررسی اثر تغییر سـطح پلوئیـدي بـر خصوصـیات     -2
کییفیزیولوژ

گیاهان)ياروزنهيهاشاخص(یمیکروسکوپمطالعات
سینیکلشباشدهتیمار
پلوئیدپلیوپلوئیدیدگیاهاندرروزنهعرضوطول

-روزنهعرضوطولمیانگینسهیمقاازحاصلجینتا

نمونه10درافتهیتوسعهکاملاًيهابرگیپشتسطحدرها
باپلوئیدپلیگیاهانازنمونه10و پلوئیدیدگیاهاناز

-یمعناختلافکهدادنشاندانکنيآماراز آزموناستفاده
درهموطولدرهمدرصد1احتمال سطحدريدار

که طوري). به5(جدول شتداها وجودروزنهعرض
63/16پلوئید پلیيهانمونهدرمیانگین طول روزنه

میکرومتر 69/9با برابرپلوئیدیديهانمونهمیکرومتر و در
دربازحالتدرهاروزنهعرضمیانگینبود. همچنین

دیپلوئیديهانمونهدرو66/8پلوئید برابر با پلیيهانمونه
).3شکلو6(جدول بودمیکرومتر79/4بابرابر

واریانس طول و عرض روزنه و تراکم روزنه تجزیهحاصل ازمیانگین مربعات-5جدول 
پلوئیدي نوروزكمربوط به سطوح مختلف

تراکم روزنهعرض روزنهطول روزنهدرجه آزاديمنابع تغییر
00/52488**76/74**48/242**1تیمار (سطح پلوئیدي)

9957/086/111/2391اشتباه آزمایشی
42/728/2089/8-تغییرات (درصد)ضریب 

درصد1در سطح احتمال دارمعنی:٭٭

ترتیب طول و عرض روزنه دیپلوئید و (ج) و (الف) و (ب) به؛ مقایسه طول و عرض روزنه در گیاه نوروزك-3شکل 
پلوئیدترتیب طول و عرض روزنه پلی(د) به

نوروزكپلوئید ها در گیاهان دیپلوئید و پلیطول و عرض و تراکم روزنههاندازمقایسه میانگین -6جدول 
تعداد سطح پلوئیدي

نمونه
روزنه یانگین طولم±خطاي استاندارد 
)mµ(

میانگین عرض روزنه ±خطاي استاندارد 
)mµ(

میانگین تراکم روزنه±خطاي استاندارد 
 )mm2(

109/69دیپلوئید ± 06/1 b4/79 ± 1/21 b2/412 ± 80/34 a

1016/66پلوئیدپلی ± 69/1 a8/66 ± 44/1 a4/246 ± 80/48 b

.باشددار میمعنیدرصد آزمون دانکن 5هاي با حروف غیر مشابه در هر ستون، در سطح احتمال میانگین
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پلوئید نوروزكو پلیپلوئیدیدگیاهاندرروزنهتراکم
یکدرروزنهتراکمتجزیه واریانسازحاصلنتایج

پشـت سـطح درموجودمختلفنقاطازمربعمترمیلی
ازنمونـه 10دیپلوئیـد و  گیاهـان ازنمونه10برگ در 

نشانها،برگکاملتوسعهمرحلۀدرپلوئیدپلیگیاهان
دردرصد1احتمال سطحدرداريمعنیاختلافکهداد

دیپلوئید وگیاهانبینبرگسطحواحددرروزنهتعداد
میانگینکهطوري)، به5داشت (جدول وجودپلوئیدپلی

عـدد  2/412با برابردیپلوئیدهاينمونهدرروزنهتراکم
با برابرپلوئیدهاي پلینمونهدرومربعمترمیلیدر یک

شکل و6بود (جدول عمربمترمیلییکدرعدد4/246
4.(

پلوئیدپلیالف) دیپلوئید و ب) ؛مقایسه میزان تراکم روزنه در گیاه نوروزك-4شکل 

پلوئید پلیپلوئید و یدگیاهاندرکلروفیلمحتواي
نوروزك
راداریوجود اختلاف معنها،آماري دادهتحلیلوتجزیه

پلوئید درپلوئید و پلییدگیاهانبیندرصد1سطحدر
نشان ك نوروزهايگیاهچهدربرگکلروفیلمیزانمورد

يهانمونهبرگدرaکلروفیل). میزان7داد (جدول
برگو در1گرم در گرم وزن تر برگمیلی55/28پلوئید،ید

گرم در گرم وزن تر میلی08/39پلوئید، پلیيهانمونه
در a. همراه با افزایش میزان کلروفیل شدبرگ ثبت 

نیز روند افزایشی bپلوئید، میزان کلروفیل گیاهان پلی
برگدرbکلروفیلمیزانمیانگینکهيطوربهنشان داد. 

وگرم در گرم وزن تر برگیمیل81/14پلوئیدیديهانمونه
برگتروزنگرمدرگرمیمیل21پلوئیدپلیيهانمونهدر

-نمونهبرگدرکلکلروفیلمیزانهمچنین.شدمحاسبه 

دروبرگتروزنگرمدرگرمیمیل36/42پلوئید،یديها
تروزنگرمدرگرمیمیل94/56پلوئید،پلیيهانمونه

).8برگ بود (جدول 

پلوئید نوروزكدیپلوئید و پلینتایج تجزیه واریانس میزان کلروفیل در گیاهان -7جدول 
کلروفیل کلbکلروفیل aکلروفیل درجه آزاديمنابع تغییرات

58/531٭٭66/95٭٭29/276٭٭1تیمار (سطح پلوئیدي)
483/177/159/13اشتباه آزمایشی

01/444/742/7-تغییرات (درصد)ضریب 
درصد1احتمالسطحدردارمعنی:٭٭

1. mg g-1FW
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پلوئید نوروزكمقایسه میانگین میزان کلروفیل در گیاهان دیپلوئید و پلی-8جدول 

پلوئیدپلیدیپلوئیدهاشاخص
میانگین±خطاي استاندارد میانگین±خطاي استاندارد 

29/03گرم کلروفیل در گرم وزن تر برگ)برگ (میلیaمیانگین کلروفیل  ± 81/0 b38/68 ± 41/2 a

14/58گرم کلروفیل در گرم وزن تر برگ)برگ (میلیbکلروفیلمیانگین  ± 29/1 b21/59 ± 182/3 a

41/61تر برگ)گرم کلروفیل در گرم وزنبرگ (میلیکل میانگین کلروفیل ± 1/73 b24/58 ± 91/2 a

باشد.دار میمعنیDMRTدرصد آزمون 5هاي با حروف غیر مشابه در هر ردیف، در سطح احتمال میانگین

بررسی اثر تغییر سطح پلوئیدي بر خصوصیات -2
بیوشیمیایی 
پلوئید و یدگیاهاندرو فنل کلکلاکسیدانمیزان آنتی

پلوئیدپلی
نشانکلاکسیدانآنتیتجزیه واریانسازحاصلجینتا

گیاهانبیندرصد1در سطح يداریمعناختلافکهداد
میانگین ).11(جدول داشتوجودپلوئیدپلیوپلوئیدید

با برابرپلوئیدیديهانمونهدرکلاکسیدانمیزان آنتی

پلوئیدپلیگیاهانيهانمونهدروDPPHدرصد24/56
). اختلاف9بود (جدول DPPHدرصد28/74برابر با 

- پلیوپلوئیدیدگیاهانبیندرصد5در سطحيداریمعن

). 9وجود داشت (جدول مورد میزان فنل کلدرپلوئید
با برابرپلوئیدیديهانمونهدرمیانگین میزان فنل کل

يهانمونهدروگرم ماده خشکگرم برمیکرو65/1492
گرم بر گرم ماده میکرو30/2266برابر با پلوئیدپلیگیاهان
).10بود (جدول خشک

اکسیدان کل، سطوح مختلف پلوئیدي بر میزان کلروفیل، آنتییه واریانس تأثیرحاصل از تجزمیانگین مربعات-9ول جد
اکسیدانی و فنل کل نوروزكهاي آنتیفعالیت آنزیم

آسکوربات پراکسیدازکاتالازفنل کلاکسیدان کلآنتیدرجه آزاديمنابع تغییرات
619/0٭٭056/0٭379/2271439٭604/813٭٭1تیمار (سطح پلوئیدي)

4354/04/126192006/0024/0اشتباه آزمایشی
93/484/1915/2174/13-ضریب تغییرات (درصد)

درصد1ودرصد5در سطوحدارمعنیترتیببه:٭٭و ٭

اکسیدانینتیهاي آفعالیت آنزیم
حاصل از اثر تیمار هايواریانس دادهتحلیلوتجزیه

-اکسیدانی اختلاف معنینتیسین بر میزان فعالیت آکلشی

بین تیمارها نشان )01/0Pدرصد (1در سطح ي رادار
داد. همچنین بین فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز در 

داري در سطح سطوح مختلف پلوئیدي اختلاف معنی
مقایسه ). نتایج 9درصد وجود داشت (جدول 1احتمال 
د که با افزایش سطح پلوئیدي میزان اها نشان دمیانگین

ت ففعالیت کاتالاز و آسکوربات پراکسیداز افزایش یا
).10(جدول 
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اکسیدان کل، فنل کل به تأثیر سطوح مختلف پلوئیدي بر میزان آنتیمقایسه میانگین مربوط-10جدول 
اکسیدانی نوروزكهاي آنتیو فعالیت آنزیم

اکسیدان کلآنتیسطح پلوئیدي
%)DDPH(

فنل کل
)g/g DWµ(

کاتالاز 
)MH2O2/min/gfwµ(

آسکوربات پراکسیداز 
)MH2O2/min/gfwµ(

24/56دیپلوئید b651/1492 b20/0 b75/0 b

28/74پلوئیدپلی a300/2266 a36/0 a11/1 a

باشد.دار میمعنیدرصد آزمون دانکن 5هاي با حروف غیر مشابه در هر ستون، در سطح احتمال میانگین

بررسی اثر تغییر سطح پلوئیدي بر خصوصیات -3
کی یسیتوژنت

ازیکافاطمینانحصولبراي:هاکروموزوممشاهدة
يهاکروموزوم،يآنیوپلوئیدوجودعدمويتتراپلوئید

ازاستفادهباکهیگیاهانوپلوئیدیگیاهان ديهاسلول
آنهابودنپلوئیدو میکروسکوپی پلیمورفولوژیکیروش

مشاهده یسیتوژنتیکيهایبررسیطبود،شدهمشخص
وجوانيهاشهیرنوكازکروموزوممشاهدةبرايشدند. 

کهشدمشخصیبررسنیایط.شداستفادهافتهیرشد
گیاهاندریسوماتیکيهاسلوليهاکروموزومتعداد

=4x(تتراپلوئید گیاهانباسهیمقانوروزك در)44
=2x(پلوئیدید .بودشدهبرابردو)22

بحث
ها پس از اعمال تیمارمانی گیاهچهزنده

یمانزندهونمورشد ويروبرسینیکلشاثر
موردتیمارهااعمالازروز30گذشتازپسهازنمونهیر

کهفیزیولوژیکیتغییراتبهتوجهگرفت. باقراریابیارز
اثراتماندنباقییاسلولیتقسیمسرعتکاهشباعث
زند،میصدمهروئیدهتازههايجوانهکه بهسینکلشی
تیمار،ازپسسینبا کلشیتیمارتحتهايگیاهچهبیشتر
ناشیرشدمیزاندر اولیهکاهشالبته داشتند.کنديرشد

است شدهنیز گزارشدیگرگیاهاندرپلوئیديپلیاز
)Sikdar and Jolly, 1994; Majdi et al., 2010.(

برگدويدارارشديابتدادرآمدهدستبهيهاگیاهچه
پسهکیدر حالبودند،نامناسبويغیرعادظاهربااولیه

ورشدازيبعديهابرگهاي حاويزنمونهیرییباززااز
.برخوردار بودندشاهدگیاههمانندیمعمولويعادنمو

برابر2دیپلوئیدبامقایسهدرتتراپلوئیدهايسلولحجم
بودبرابر 5/1آنها سلولیسطحکهدر حالی.بود

(Lavania, ترکوچکسطحبهتربزرگيهاسلول.(2005
بهمنجرتواند که این پدیده میدارندلیحجم تمانسبتبه

ثیرأتگردد ويپلوئیدپلیيهاسلولرشدمیزانکاهش
رشد آنها بستگیمحیطبهرشدمیزانبرسلولهندسه

,Adams and Hansche(دارد 1974; Mable, 2001(.
شکل،برگ،اندازهدرشدههاي مشاهدهنظمیبیازبرخی
باهمراهسلولیتقسیماتنسبت تعدادبهرنگوبافت

نسبتتیمار شدههايریزنمونهدرفیزیولوژیکیاختلالات
هاي جمعیتدرمعمولاًنظمیبیچنین.استشدهداده

Sikdarشود (سین مشاهده میتیمار با کلشیتحت et al.,

1986; Dwivedi et al., نتیجهیکعنوانبهشاید).1989
و رشد بهتمایلپلوئیديسلولی، گیاهان پلیمتابولیسماز

,Levin(دارندتر آهستهنمو 1983.(
بقاءوسینیکلشغلظتبینمعکوسرابطهواقعدر

ریبا ساکهبودانتظارموردشیآزمانیادرهازنمونهیر
طیشرادرمختلفگیاهانيروشدهانجاميهایبررس
Astragalusگیاهمانندياشیشهدرونویطبیع

memberanaceus)Chen and Gao, مطابقت)2007
داشت.

رشددرتأخیرسینیکلشمشاهدهقابلاثراولین
درهاجوانهرشدبود. آغازشدهتیماريهازنمونهیر
افتاد،اتفاقروز6تا5گذشتازپسشاهديهازنمونهیر
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سینیکلشتوسطشدهتیماريهازنمونهیردرکهیدر حال
. شدمشاهدهواکشتگذشت دو هفته ازازپساولیهرشد

ییداروگیاهچندشده درانجاممطالعاتدراثرنیا
,Astragalus memberanaceus(Chen and Gaoازجمله

Hyoscyamusو (2007 muticus(Shahriari Ahmadi

et al., یبررسباکه طوريبهنیز گزارش شده است. (2008
Astragalusییداروگیاهدرسینیکلشاثر

memberanaceusممکنآهستهرشدکهنتایج نشان داد
نیاوسیلهبهشدهجادیایکیولوژیفیزبیتخردلیلبهاست
یسلولتقسیمسرعتکاهشباعثنتیجهدرکهباشدماده

,Chen and Gao).(گرددیم رسدیمنظربهبنابراین 2007
ازپسوشودیمرشددراولیهتأخیربهمنجرسینیکلش

همانندويعادصورتبههازنمونهیررشدمرحله،نیا
افت.یخواهدادامهشاهدگیاهان

مطالعات مورفولوژیک
کهبرگطولکاهشوبرگمساحتوعرضافزایش

کهاستنتایجیبامغایر،شدمشاهده پلوئیدگیاهان پلیدر
Hasaniدرریحانتتراپلوئیددر گیاه)2010همکاران (و

ایندست یافتند. نتایجآنبهدیپلوئیدهمتايبامقایسه
گیاهدر)1987(همکارانوMiloنتایجبامنطبقپژوهش
گیاهدر)2010همکاران (وOmidbaigiوشقایق

سببتتراپلوئیديانگیزشکردندبیانکهاستبادرشبی
نظربهبنابراین شد.گیاهاناینبرگهايشدن دندانهکمتر

باعثاغلبهستهپلوئیديسطحافزایشکهرسدمی
وگرددمیگیاهانساختاري دروآناتومیکیتغییرات
.کندمیبروزفنوتیپیکباگونهنوعبهبا توجههریک

-نمونهدربرگطولکاهشوجودبابرگسطحافزایش

دربرگعرضافزایشبهتوانمیراپلوئیدپلیهاي
داد. نسبتدیپلوئیدگیاهانبهنسبتپلوئیدپلیگیاهان

دیتتراپلوئاهانیبرگ در گیعیطبریغيمورفولوژ
سطح ییشناسايروش مناسب براکیعنوان بهتواندمی
کار بهخوددیپلوئیديخاص از همتااهانیگنیايدیپلوئ

Abdoliرود ( et al., پلوئیدپلیگیاهانيهابرگ). 2013

و نیز کمترکنگرهتعدادوترپهنتر،بزرگيظاهريدارا
هماندردیپلوئیدگیاهانبهنسبتترتیرهسبزوترضخیم

افزایشعلتبهاحتمالاًهاتیره بودن برگبودند، کهسن
محتوايافزایشباکهاستبرگدرکلروپلاستتعداد

Abdoli)(بود همراهکلروفیل et al., -پلیانگیزش. 2013

اندازهافزایشسببهاسلولاندازهافزایشباپلوئیدي
چنیناینتوانمیشود. درحقیقتمیآنهاو ضخامتبرگ
عمومیاثراتازیکیسلولیاندازهافزایشکهکردبیان

مینظربهبنابراین .باشدمینوروزكدرپلوئیديالقاء پلی
همهدراندازهافزایشواستژنتیکیاثریکاینکهرسد
.داردهمراهبهساقه راوبرگهاياندام

و همکاران Zahediمنطبق با نتایج نتایج این پژوهش
(Dracocephalum Kotschyi)هزرین گیا) در2014(

ایندرپلوئیديپلیاست که گزارش کردند که تحریک
وترتر، ضخیمبزرگهايبرگباگیاهانیایجادسببگیاه
و همکاران Omidbaigiد. همچنینشومیترتیره

)b2010درپلوئیديسطحکه افزایش) گزارش کردند
D. moldavica(بادرشبیگیاه L.(باگیاهانیایجادسبب
اتوتتراپلوئیدگیاهانشد.ترتیرهوتردرشتهايبرگ

رنگبهوقطوردفرمه،هايبرگنیز دارايبذرالبنج مشبک
Madani)باشند میتیرهسبز et al, حجمطرفیاز. (2015

دودیپلوئید معمولاًبامقایسهدرتتراپلوئیدهايسلول
برابر5/1آنهاسلولیسطحکهحالیدرباشد،میبرابر

به پاسخدرگیاهانجثهشدنتربزرگباعثایناست که
,Lavaniaشود میپلوئیديپلی وحجمافزایش.)(2005

کهاستعلتاینبهاحتمالاًپلوئیدپلیگیاهاندرسطح
آندنبالبهویافتهافزایشهاسلولمیوکروموزهايدسته

حجمبهسیتوپلاسمنسبتتاگرددمیسببرشدافزایش
د.گردحفظهسته

اهان یدر این پژوهش وزن تر و وزن خشک شاخساره در گ
ي نشان داد، که با دارد اختلاف معنییپلوئید نسبت به دیتتراپلوئ

میانگینافزایشمطابقت داشت و ) Estaji)2012گزارش 
نوروزكپلوئیدپلیگیاهاندرشاخسارهخشکوتروزن

شاخهسهیادودلیلبهتواندمیدیپلوئیدانواعبهنسبت
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بودنبیشترپلوئید،پلیگیاهانازبالاییدرصدبودن
افزایشدلیلیا بهوهابرگو ضخامتمیانگین سطح

هورمونیوآبیروابطبهبودکارایی آن،افزایشوفتوسنتز
ها شد. برگدربالاترايذخیرهموادباعث افزایشکهباشد

افزایش وزن تر و خشک شاخساره در گیاهان تتراپلوئید 
نسبت به دیپلوئید در چندین گونۀ گیاهی ازجمله ریحان 

)Omidbaigi et al., 2010a ( وتیور و گیاه(Vetiveria

zizanioides L.))Lavania, . گزارش شده است)1988
در این پژوهش با وجود افزایش وزن تر و خشک 

پلوئید در مقایسه با گیاهان دیپلوئید، ریشه در گیاهان پلی
نظر بهبنابراین داري بین آنها مشاهده نشد.اختلاف معنی

هاي پلوئیدي در نسل اول بر قسمترسد که القاء پلیمی
رویشی هوایی تأثیر گذاشته است. از طرفی چون تولید 

هاي اي تحت تأثیر هورموندر شرایط درون شیشهریشه
-رسد که در گیاهان پلینظر میبه،شودمیانجامخارجی 

پلوئید و دیپلوئید به یک میزان ریشه تولید شده است. 
) در 1996و همکاران (Gaoنتایج این تحقیق با گزارش 

Salviaگیاه  miltiorrhiza)( با گزارشمغایر وZahedi و
Dracocephalum) در گیاه زرین گیاه (2014همکاران (

kotschyi.مطابقت دارد (

مطالعات میکروسکوپی
پلوئیديسطوحافزایشبادادپژوهش نشاناین نتایج

تراکمنتیجهدروافزایشهاروزنهعرضوطولها،سلول
چندین با نتایجپژوهشاینیافت. نتایجکاهشروزنه

Omidbaigi)دیگرپژوهش et al., 2010b; Tang et al.,

2010; Gantait et al., 2011; Rêgo et al., 2011)

که با افزایش شده استگزارش در آنها مطابقت دارد که 
هابرگروزنهعرضوها طولسطح پلوئیدي سلول

برگسطحواحددرهاروزنهتراکمنتیجهدروافزایش
گیاه زرین در) 2014و همکاران (Zahediیابد.میکاهش
راروزنهطولاندازة(Dracocephalum kotschyi)گیاه 

42/36و 01/20ترتیببهتتراپلوئیدوپلوئیدیدگیاهاندر
وپلوئیدیددر گیاهانرا روزنهعرضاندازةومیکرومتر

همینکردند. درگزارش2/22و 63/5ترتیب بهتتراپلوئید
Vitis)) در گیاه انگور 2006(و همکارانYangراستا

vinifera L.)درروزنهتراکممیانگینکهندکردگزارش
انواعو درمربعمترمیلیدرعدد2/187دیپلوئیدانواع

وMadaniبود. عدد6/160بابرابرآنتتراپلوئید
ند کرد) در گیاه بذرالبنج مشبک گزارش 2015همکاران (

و 8/181که میانگین تراکم روزنه در انواع دیپلوئید 
گیاه تتراپلوئید رازك درعدد بود. 52تتراپلوئید 

(Humulus lupulus)،اندازة روزنه،شیافزابا وجود
درسطحواحددرهاروزنهتراکمدريداریمعنتفاوت
Roy).نشد مشاهدهتتراپلوئیدوپلوئیدیديهانمونه et

al., گونهنوعکهگرددیماستنباطچنینرو از این(2001
درياروزنهيهاشاخصدریمهمنقشمطالعهمورد
داشته باشد.يپلوئیدمختلفسطوحتعیین

پلوئید پلیپلوئید و یدگیاهاندرکلروفیلمحتواي
نوروزك

ژنومشدنبرابردوبااستآنبرفرضکهآنجااز
افزایشبردارينسخهوrRNAسنتزمتابولیکی،فعالیت

ژنی،فعالیتتنفس،میزانبرتواندمیافزایشاینیابد،می
فتوسنتزدرالکترونانتقالوهاآنزیمفعالیتمیزانوتنوع
Randall).باشدداشتهتأثیر et al., 1997; Byrne et al.,

1981; Kondorosi et al., با استناد به گزارش (2000
Abdoli) توان گفت که افزایش) می2013و همکاران

برگدرکلروپلاستتعدادافزایشموجبپلوئیديسطح
درکلروفیلمحتوايافزایشموجبعاملاینکهشودمی

نتیجهدرکلروفیلمیزانافزایش. شودمیتتراپلوئیدگیاهان
درشدمشاهدهپژوهشایندرکهپلوئیديسطحافزایش
. در استگرفتهقرارتأییدموردنیزدیگرهايپژوهش

+ a)کلروفیلمقدارDendranthema nankingenseگیاه

b)نشانافزایشدیپلوئیدهابهنسبتتتراپلوئیدگیاهاندر
Liu)داد et al., کهدیگريتحقیقدرهمچنین. (2011

نظرازAcacia mearnsiiو دیپلوئید تتراپلوئیدگیاهان
کهشدمشاهدهشدند،مقایسهیکدیگرباکلروفیلمیزان
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داريمعنیطوربهتتراپلوئیدگیاهاندرکلروفیلمیزان
Mathuraبوددیپلوئیدگیاهانازبیشتر et al., 2006)(.

در گیاه نوروزك : اکسیدانیهاي آنتیفعالیت آنزیم
داري روي میزان فنل کل افزایش سطح پلوئیدي تأثیر معنی

-Afsharداشت که با نتایجاکسیدان کل و آنتی

Mohammadianداشت. مغایرت ) 2013(و همکاران
تأثیر اند که افزایش سطح پلوئیدي گزارش کردهنامبردگان

داري بر فنل کل و فلاونوئید کل در گیاه لیموترش معنی
پلوئیدي سبب افزایش دو نداشت. در گل اطلسی القاء پلی

,Griesbach and Kam)نوع فلاونول شد  . بنابراین (1995
توان استدلال کرد که گیاه مورد تیمار و گونۀ آن در می

پلوئیدي هاي ثانویه در اثر القاء پلیمیزان تغییر متابولیت
هاي ها و مقدار ژنمؤثر است. افزایش تعداد کروموزوم

-تواند در بعضی موارد بیان و غلظت متابولیتوابسته می

با این .ی را افزایش دهدهاي ثانویه و مواد شیمیایی دفاع
حال این مورد در همه گیاهان صادق نیست و در بعضی 
موارد ارتباط مشخصی بین مقدار ژن، خاموش شدن ژن و 

Thomas and)هاي ثانویه وجود نداشت بیان متابولیت

Ranney, 2006).
اکسیدانیهاي آنزیمی آنتیطریق سیستمازگیاهان

هاي فعال اکسیژن مانند رادیکالهاي خود را از آسیب گونه
سوپراکسید، پراکسیدهیدروژن و رادیکال هیدروکسیل 

برايپلوئید، قابلیت بیشتري ند. گیاهان پلیکنمحافظت می
هاي فعال اکسیژن داشته و مقاومت کنترل فعالیت گونه

دهند هاي محیطی از خود نشان میبیشتري نسبت به تنش
)Zhang et al., ژنتیکی ت ژنتیکی و اپیتغییرا).2010

افتد و ممکن پلوئیدي اتفاق میزیادي پس از القاء پلی
هاي هاي آنزیمفعالیتها،علت افزایش بیان ژنبهاست
تحقیق، افزایش فنل این دراکسیدانی افزایش پیدا کند.آنتی

اکسیدانی در ي آنتیهااکسیدانی و آنزیمنتیکل، فعالیت آ
دلیل افزایش سطح بهنوروزك، احتمالاًپلوئید گیاهان پلی

Sotudeنتایج این تحقیق با نتایجپلوئیدي باشد.  Ardabili

که طوريبهمطابقت دارد، در سورگوم )2014و همکاران (
اکسیدانی در گیاهان نتیهاي آاند آنزیمگزارش کرده

داري نسبت به گیاهان دیپلوئید تتراپلوئید افزایش معنی
داشت.

يریگجهینت
با نسییبه کلشتیش نشان داد که حساسیج آزماینتا

در مراحل زیو ننسییبا کلشماریش غلظت و زمان تیافزا
ش ین آزمایدتر است. در ایشدهااهچهیرشد گییابتدا

1/0افته با استفاده از غلظت یرشد هايسرشاخهماریت
ن روش ممکن یساعت بهتر72مدت بهنسییدرصد کلش

کشت بافت نوروزك طیدر محيدیپلوئپلیالقاء يبرا
طول ،يدیش سطح پلوئیبا افزاکه طوريبهشناخته شد. 

طور بهبرگیروزنه و عرض روزنه در سطح پشت
ش و تراکم روزنه در واحد سطح برگیافزاداريیمعن
يدیپلوئپلیاهانیافت. در گیکاهش داريیطور معنبه
عرض برگ، سطح برگ، ماننداز صفات یبرخزانیم
فنل کل و ،کلدانیاکسنتیآزانیبرگ، ملیکلروفزانیم

(کاتالاز و آسکوربات یدانیاکسنتیآيهامیآنزيهاتیفعال
داريیش معنیافزادیپلوئیداهانیگبه) نسبتدازیپراکس

زانیممانندگر یاز صفات دیکه برخیافت، در صورتی
يدیپلوئیپلاهانیدر گرا داريیطول برگ کاهش معن

نشان داد.دیپلوئیداهانیگنسبت به 
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Abstract
Salvia leriifolia Bent. is a perennial herbaceous plant belongs to Lamiaceae family. Different

pharmacological activities of the species were evaluated during recent years. Medicinal plant In
vitro ploidy induction was one of the interesting issues in biotechnology and plant tissue culture.
Therefore, influence of different colchicine concentrations (0, 0.05, 0.1, 0.2, and 0.5 %) in three
time duration levels (24, 48 and 72 hours) on ploidy induction of in vitro regenerated seedlings
of the species was studied. For detection of polyploid plants, morphological, physiochemical,
biochemical and cytogeneticall characteristics were analyzed. ANOVA results revealed that, the
effects of colchicine concentrations on explants survival rate were significant at p < 0.01.
Among the colchicine treatments the highest seedling survival rate (84.44%) was observed by
0.05% treatment. Although the most dead plants, were recorded in high colchicine concentration
(0.5%). Induction of tetraploidy in Salvia Leriifolia accompanied by significant changes in
different morphological, cytological, physiological and physiochemical characteristics such as,
increasing length and width of stomata on leaf surface, leaf width, leaf area, leaf chlorophyll
content, total antioxidant levels, total phenol and antioxidant enzyme activity (catalase and
ascorbate peroxidase), as well as reducing density of stomata per unit leaf area and leaf length.
Chromosome number of diploid plants was 2n = 2x = 22, and in tetraploid plants was
2n = 4x = 44. Therefore, colchicine effectively induces polyploidy in the species.

Keywords: Colchicine, in vitro, polyploidy, Salvia leriifolia, total antioxidant, total phenol.


