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29/10/1396، تاريخ پذيرش: 28/05/1396تاريخ دريافت:   

  چكيده

رزش داراي ا است. خانواده سوسن متعلق به) .Fritillaria raddeana Regelلاله واژگون گرگاني (

يط درون پلوييدي در شراالقاي باشد. مناطق سنگلاخي ميو  دارويي و مقاومت نسبي به خشكي-زينتي

ه دستيابي ب نچنيهمو ات و اشكال جديد با خصوصي زينتي ايجاد گياهان براي يعنوان راهكار اي بهشيشه

و ز طريق دامر ا كه اين از اهميت بسزايي برخوردار است، به خشكي و دماي پايينگياهاني با مقاومت بيشتر 

ود كه شه ميدفاهاي متعددي استدر اين راستا از مواد و روش .پذير استها امكانبرابر كردن كروموزوم

تايج نر خلاف باي پلوييدي ايجاد نشود، بلكه نتيجهها پليهممكن است در مواردي نه تنها در برخي گون

سين يه از كلشاستفاد باپلوييد در ابتدا با هدف امكان ايجاد گياهان پلي اين مطالعه دست آيد.معمول نيز به

هاي در محيط حاوي غلظت F. raddeanaهاي مختلف هاي حاصل از كشت اندام. كالوسشد انجام

ازكشت بساعت  72و  48، 24 هايمدت زمان بهدرصد)  005/0، 001/0، 05/0، 01/0سين (يمتفاوت كلش

ن بودن لت پاييبه عانجام شد.  تكرار سهبا  شدند. آزمايش به صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصادفي

ك هاي نوومشمارش كروموزاز اعمال تيمار محاسبه شد. ماه پس  دوماني تا درصد زندهسرعت رشد گياه، 

م گرفت. ي انجااي و آزمايشات فلوسايتومتري جهت تاييد يا رد افزايش سطح پلوييدمطالعات روزنه ،ريشه

د بالايي از درص، ساعت 48 از و زمان تيمار بيشتر درصد 01/0از  هاي بالاترغلظتدر نتايج نشان داد 

- وزنهتعداد ر هشكارغم افزايش در سرعت رشد و و علي از بين رفتند شدهاي باززاييهيا گياهچه هاكالوس

پلوييدي در گياهان تيمار القاي ها تغييري نكرد و تعداد كروموزوم، سينكلشي درصد 01/0در غلظت  ها

  شده مشاهده نشد.

  ، كروموزوم.فلوسايتومتري، روزنهپلوييدي، پلي :كلمات كليدي
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  مقدمه 

 - زينتي يگياه) F. raddeanaواژگون (لاله 

در  است كه سوسندارويي مهم متعلق به خانواده 

ديپلوييد، با تعداد كروموزوم منابع مختلف، 

2n=2x=24 استگزارش شده )Darlington, 

1937; Bakhshi Khaniki, 1998; Jafari et al., 

هاي . اين گياه بومي و انحصاري در سال)2014

از  رويهعددي از جمله برداشت بيمت دلايلاخير به

طبيعت، چراي دام، آلودگي شديد قارچي و 

 تكثير پايين چنين سرعتزاد و همباكتريايي درون

 خطر شدت در معرضو زايشي به رويشي

ريزازديادي اين گونه انقراض قرار گرفته است. 

هاي كنندهبا استفاده از تنظيمبراي نخستين بار 

هاي متفاوت انجام رشد مختلف و ريزنمونه

رغم علي و )Salahi Sadr et al., 2015( گرفت

بر بودن پژوهش، آلودگي داخلي زياد و زمان

رغم عليريزازديادي با موفقيت انجام گرفت. 

- تواند در بررسياينكه مطالعات كروموزومي مي

هاي فيلوژنتيك و تاكسونومي گياهان مفيد باشد 

)Mirzaei et al., 2014(، ت سيتوژنتيكي مطالعا

دودي روي اين گونه انجام گرفته است حم

)Bakhshi Khaniki, 1998; Jafari et al., 2014, 

Ahmadi roshan et al., 2016 .(جا كه يكي از آن

بر پايه  اصلاحي در جهانهاي مطالعات از جنبه

گياهان به خصوص ايجاد تنوع در خصوصيات 

 ايبر پژوهشانجام  ،گياهان زينتي استوار است

- پلوييدي در شرايط درونايجاد تنوع يا القاي 

با پتانسيل  گياهي جديد هايدر گونهاي شيشه

هاي ايجاد لاله. رسدنظر ميضروري به زينتي

تر، ماندگاري تر و افراشتهواژگوني با ساقه محكم

تر و هاي درشتتر و گلبيشتر، دامنه كشت وسيع

تواند از هاي محيطي ميچنين مقاوم به تنشهم

در اين گونه  نژاديبهصلي اهداف ا

)F.raddeana.سيتوژنتيك  پيشرفت ) باشد

 از نرم افزارهاي استفاده امكان و مولكولي

باعث  هاكرموزوم تصويري آناليز و امپيوتريك

 Farjaminezhad( سيتوژنتيكي اطلاعات افزايش

et al., 2011 به در متفاوت هايروش) و ايجاد-

 بين، اين در كه استگرديده زينتي گياهان نژادي

 ايشيشهدرون پلوئيديپلي القاي هايتكنيك

بهبود  در مؤثر روشي به عنوان سينكلشي توسط

است  كاررفتهبه صفات كمي و كيفي اين گياهان

)Escandon et al., 2007.( صورت مصنوعي هب

بر  گياهان پلي پلوييد با دخالت امكان ايجاد

از مواد سين د دارد. كلشيتقسيم سلولي وجو

هاي با اختلال بر تشكيل رشتهطبيعي است كه 

دوك و جلوگيري از تقسيم سلول و هسته اين 

 ,Ganga & Chezhiyan( دهدكار را انجام مي

پلوييدي اين ماده در كنار ايجاد حالت پلي). 2002

هاي از جمله تاثير بر فرايند اثرات جنبي ديگري

 داردنيز زايي در گياهان رشد و نموي و اندام

)Mohammadi et al., 2013( نوع پاسخ همه .

و  سين يكسان نيستهاي گياهي به كلشيگونه

هاي رشد و نموي تواند بر ويژگياين ماده مي

 Chakrabortiباشد (گياهان تاثير منفي نيز داشته

et al., 1998 .(ه هاي دوك باختلال در رشته

كافي پلوييد اي پليهتنهايي براي توليد سلول
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پلوييدي به القاي  )؛Caperta et al., 2006( ستني

مدت زمان تيماردهي، نوع غلظت مورد استفاده، 

ريزنمونه و ميزان نفوذپذيري بافت بستگي دارد 

)Allum et al., 2007 .(ايشيشهدرون آزمايش در 

 1/0با غلظت  ينسيكلش ي،اطلس ياهگ يبر رو

 درصد 80و شد تيمار ساعت پنجبه مدت  درصد

برابر  دو يژنوم يهامانده كروموزومزنده ياهانگ

). با Hasandokht & Ebrahimi, 2006(ند شتدا

حاصل  هايگياهچه يايشهشدرون يمارحال تينا

و  05/0 سينيكلش غلظت با ياآزال ياهدر گ از بذر

مورد  ياهگ ييديبر سطح پلو ياثر درصد 25/0

  ). Eeckhaut et al.,2001نداشت ( نظر

 .Fهاي انجام شده رويدر پژوهش

cirrhosa در درصد يكسين از كلشياستفاده  با 

 درصد 70تا ، پلوييديالقاي  جهت كشت محيط

 Wang( بودندتتراپلوييد شده  ايجاد هايكالوس

et al., 2002; Wang, 2004(. ديگري آزمايش در 

 .F در گونه سينكلشي درصد 5/0 كارگيريبا به

ussuriensis ، وري به مدت روش غوطهبا

گياهاني تتراپلوييد با محتواي  ،ساعت24

). در Sui, 2013آمد (دست آلكالوييدي بيشتر به

 يكسين كلشي استفاده از باآزاليا  روي پژوهش

هايي نمونههاي تيمارشده در بين نمونه، درصد

شد كه ديدهسطح كروموزوميبدون تغيير در 

هري بسيار زيادي نسبت به اختلاف رشد ظا

 نشان دادندپلوييد شاهد و پليهاي نمونه

)Eiselein, 1994( .تواند چنين ميسين هميكلش

گذارد بدون اينكه بمتابوليكي اثر  هايفرايندبر 

 & Sloan(ها داشته باشدارتباطي با ميكروتوبول

Camper, 1981 .(فعاليت است كه گزارش شده

نسبت به عملكرد  يزن سينيبيوشيميايي كلش

 ,.Paul et al( سيتولوژيكي آن تقريبا مبهم است

- تاثير فيزيولوژيكي كلشيمطالعات روي . )1978

قديمي هاي گياهي بسيار كم و سين بر بافت

هاي درختان بر اثر رشد دانهال افزايشست. ا

روي مريستم سين اسپري محلول رقيق كلشي

، )Newcomer, 1945(ه استشدانتهايي گزارش 

به عنوان يك محرك قوي در  چنين اين مادههم

زني، عملكرد و زودرسي برنج بيان افزايش پنجه

 .)Ghosh, 1950( ه استشد

 باعث اغلب هسته، پلوئيدي سطح افزايش

 افزايش روزنه، تراكم قبيلي از ساختار تغييرات

 كلروپلاست وتعداد ايروزنه هايولسل اندازه

 اندازه كه داده شانن تحقيقات .شودمي درسلول

 ديگر هايسلول از بيشتر روزنه نگهبان هايلسلو

 ثيرتأ تحت كمتر و بوده ژنتيكي ازعوامل متأثر گياه

 سطح افزايش با .گيردمي قرار محيطي شرايط

 و يافته افزايش هاروزنه وعرض طول پلوئيدي،

 يابدمي كاهش ايروزنه تراكم نتيجه در

)Watrous & Wimber, 1988(.  

- مورد بررسي قرار گرفته مقالهچه در اين آن

 .Fهاي بر تعداد كروموزوم سينكلشياست تاثير 

raddeana است. اين  آن ايو تراكم روزنه

مطالعات ها از طريق مطالعات سيتوژنتيكي، بررسي

در  هاي فلوسايتومتري است.اي و بررسيروزنه

 F. raddaenaسين اثر مثبتي بر كه كلشيصورتي

واژگون توان از آن براي تبديل لاله باشد مياشتهد
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هاي برتر استفاده ديپلوييد به تتراپلوييد با ويژگي

  نمود. 

  

 هامواد و روش

اطمينان از  منظوربهمطالعات كشت بافت: 

چنين عدم وجود آلودگي يكنواختي ژنتيكي و هم

زمايش از آ، در اين خارجي و داخلي مواد گياهي

دست آمده توسط هاي بهنمونهريزها و كالوس

 .Fاي لاله واژگون (كشت درون شيشه

raddeana استفاده شد. آزمايشات كشت بافت (

سال از  دوطي  رو به انقراض، اين گونه گياهي

، گلبرگ و (سوخ، بذر هاي مختلفريزنمونه

و  هاي متفاوت انجام شدكشت و در محيط )برگ

- ب ريشهست آمده در محيط مناسدهاي بهلوسكا

زايي، بهترين محيط كالوسقرار گرفت.  زايي

-ميلي 2) حاوي MSمحيط موراشيگ و اسكوگ (

گرم ميلي 5/0) و TDZگرم در ليتر تيديازورون (

ترين محيط و مناسب )KINدر ليتر كاينتين (

گرم در ميلي 75/0 شامل  MSزايي، محيط ريشه

-ميلي 25/0و  )IBA( ليترايندول بوتيريك اسيد

 بود) NAA(در ليتر نفتالين استيك اسيد  گرم

)Salahi Sadr, 2016; Unpublished data .(  

هاي استخراج شهريمطالعات سيتوژنتيكي:  

و  دست آوردن بهترينكالوس براي به شده از

- ترين شيوه بررسي سيتوژنتيك، با روشمناسب

- تيمار، تثبيت، هيدروليز و رنگهاي مختلف پيش

، نوك تيمارخيص بهترين پيشبراي تش .شدآميزي 

طور زير بهريشه جدا و در هر يك از تيمارهاي 

  : گرفتجداگانه مورد بررسي قرار 

هيدروكسي -8مولار  002/0تيمار با محلول  -1

 4ساعت در دماي  3الي  5/2به مدت  1كويينولين

، روش لاكتو پروپيونيك ارسئين( سلسيوسدرجه 

Bosemark, 1963.( 2- لول تركيبي تيمار با مح

مولار:  002/0هيدروكسي كويينولين  -8از  1:1

 3وزن به حجم) به مدت درصد 3/0سين (كلشي

تيمار با محلول  -Kamari, 1984(. 3(ساعت 

 3هيدروكسي كويينولين به مدت -8مولار  003/0

سلسيوس درجه  4ساعت در دماي  5/3الي 

)Agayev, 2002.( 4-  تيمار با محلول

 6سين به مدت ه حجم كلشيوزن بدرصد 05/0

 ,Karimzadeh( تاريكي وساعت در دماي اتاق 

2010 and 2011( .5-  آبي  در محلولتيمار

ساعت  6(در اتانول) به مدت  2مونوبرومونفتالن

  . )Zaharof, 1987( سلسيوسدرجه  5در 

هاي يك روش ابتيمار شده پيش هاينمونه

 حلولدر م شد اشارهها آن بهو دو كه در بالا 

  3: 1اتانول ،  -(استيك اسيد  3كارنوي كنندهتثبيت

 24سه حجم اتانول به يك حجم اسيد)، به مدت 

 قرار سلسيوسدرجه  10تا  4ساعت در دماي 

ساعت  24مدت به(محلول كارنوي  از .شدند داده

همچنين و  )سلسيوسدرجه  10الي  4در دماي 

 با اكسيددرصد 10(فرمالدئيد  4محلول لويتسكي

الي  4ساعت در دماي  30الي  18به مدت (كروم) 

 كننده تثبيت محلول عنوانبه) سلسيوسدرجه  10

 سه روش با شده تيمارپيش هايريشه براي

 هايريشه تثبيت منظوربه چنينهم. گرديد استفاده

                                                           
1-8-hydroxyquinolin 
2 -α-bromonaphthalene 
3-Carnoy 
4-Levitsky 
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 هاريشه ابتدا چهارم، روش با شده تيمارپيش

 KCl )1/0دقيقه در دماي اتاق در  60 مدتبه

وزني به وزني) و سپس در درصد  56/0ولار ، م

 4ساعت در دماي  24محلول كارنوي به مدت 

تثبيت  براي .قرار داده شدند سلسيوسدرجه 

محلول  ازتيمار شده با روش پنجم هاي پيشريشه

استفاده  ساعت در دماي اتاق 2كارنوي، به مدت 

ها درون نمونه تثبيت، پس از مرحله .گرديد

در زير آب جاري ساعت  3مدت هاي به صافي

 وارهيهضم د جيكه نتا جاآن از. داده شدندقرار 

پس از مشاهدات  ز،يدروليدر مرحله ه يسلول

 بازه و غلظت شوديم مشخص يكروسكوپيم

 و آزمون روش به مرحله نيا در ازين مورد يزمان

پس از شستشو با آب  هانمونهآمد.  دستبه خطا

و با نرمال  كي HClو  NaOHبا استفاده از مقطر 

 60 و 50، 45 شامل تيمارهاي دمايي مختلف

 اتاقماري و دماي ر بند وسيسلس درجه

شرايط دمايي و زماني  تا بهترين ندشدهيدروليز 

 آبشوييمجددا با آب مقطر  به دست آيد، سپس

 يهاروش هانمونه براي رنگ آميزي .ندگرديد

ساعت در  24-17( 1استوآيرون هماتوكسيلين

، )Agayev, 1998( )سلسيوسدرجه  30دماي 

ساعت در دماي (يك استوآيرون هماتوكسيلين 

استو ، )Agayev, 2002( )سلسيوسدرجه  60

 )دقيقه در دماي اتاق 20-15(2ارسئين

)Karimzadeh et al., 2011 ( مورد آزمايش قرار

دقيقه با  30ها نمونه ،آميزيپس از رنگ .ندگرفت

 يك و هشدمقطر شسته چند بار تعويض در آب 

                                                           
1- Aceto-Iron-Hematoxline 
2-Aceto Orcein 

پس از  گرديدها جدا آنمتر انتهايي ميلي الي دو

 له عمل درصد 45يك قطره استيك اسيد ن زوداف

 هايحهفص. از بهترين گرفتانجام  3 كردن

 ,BX51( نوري با ميكروسكوپ يمتافاز

Olympus Optical, Tokyo, Japan (عكس -

. شدصفحه متافازي مناسب انتخاب  پنجبرداري و 

افزار ميكرومژر ها با نرمروموزومك

)Micromeasure 3.3( ) و ايديوكارIdeokar 

 ,Excelبرنامه اكسل ( باها گيري و داده) اندازه1.2

- شناسايي و نام و پس از آن شدند) ارزيابي 2013

 Levan( لوانروش به سانترومرها گذاري موقعيت

et al., 1964روشبه ) و بررسي تقارن كاريوتايپ 

جهت  .گرفتانجام  )Stebbins, 1971( ينزبتاس

 75/0 يحاوMS  يهاطيمح ،يدييمطالعات پلو

 شيپ. ندشدآماده و اتوكلاو  IBA تريگرم در ليليم

 نيسيكلشهود،  ريو در ز هاطياز جامد شدن مح

 هاطيمحاز  كيهر بهمورد نظر  يهاغلظت در

به  IBA رشد كنندهميتنظ افزودن .شد قيتزر

- يم نيسيكلش ياز اثرات بازدارندگ شتك طيمح

- ملكرد ژنعسين قابل ذكر است كه كلشي .كاهد

 ATP-PPiو  PPase-+H هايهاي مسئول فعاليت

 با اثر اكسيني خود، IBAو  دهدرا كاهش مي

و تنظيم  H+دامنه فعاليت انتقال  موجب افزايش

 ,.Wang et al( گرددهاي ذكرشده ميفعاليت ژن

دست آمده از مراحل قبل ي بهاهكالوس). 2001

با سطوح  وزن داشتند گرمميلي 50بالاي كه 

 و 01/0، 005/0، 001/0سين (متفاوت كلشي

 48، 24هاي زماني در بازهشاهد و ) درصد 05/0

                                                           
3 - Squash 
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كاهش تلفات  منظوربه و شدندتيمار ساعت  72و 

 درون جعبه و سينها بر اثر سميت كلشيريزنمونه

 شدند دادهقرار  وسيسلس درجه 4 دماي در

)1979Kallemey, -Goeden &Chen ( . پس از

ها از محيط حاوي كالوساتمام مدت زمان تيمار، 

پايه انتقال  MSسين خارج و به محيط كلشي

، F. raddeanaدليل سرعت رشد پايين . بهيافتند

تيمار با ماه پس از  2درصد بقاي كالوس حدود 

زنده مانده به با تقسيم تعداد كالوس سين كلشي

 شد،محاسبه هاي تيمار شده تعداد كل كالوس

- و در محيط ريشهها از اين محيط خارج كالوس

متر يك الي دو سانتي سپس .شدندكشت  زايي

به روش  و جدا شده لياستر در شرايط هاشهير

، تثبيت، هيدروليز و رنگ تيمارپيش ذكرشده

 فاكتوريل درصورت آزمايش به. گرديدندآميزي 

شيشه  سه(تكرار  سه طرح كاملا تصادفي باقالب 

انجام گرفت. ريزنمونه در هر شيشه)  سهكشت، 

افراز آماري ها با استفاده از نرمتجزيه آماري داده

SAS وسيله انجام و مقايسه ميانگين تيمارها به

انجام  درصد پنج احتمال در سطح توكيآزمون 

اي هكالوس ،ايمطالعات روزنه براي  گرفت.

گرم ميلي دودار شده به محيط كشت حاوي ريشه

انتقال  IBAگرم در ليتر ميلي 5/0و  TDZدر ليتر 

بهترين محيط  اين محيط ،نتايج قبليطبق . دفتنيا

تشخيص  F. raddeanaگونه  زاييبراي شاخساره

 ;Salahi Sadr, 2016( بوده داده شد

Unpublished data( حدود ذشت گ. پس از 

هاي برگسين، از تيمار اوليه با كلشيماه هشت

 را شاهد گياهان نيز و آمدههاي به دستگياهچه

 هاسطح برگ و نمودهجدا شرايط استريل  در

بعد از  و ندشدرنگ كاملا پوشاندهتوسط لاك بي

اري روي وناي چسب خشك شدن لاك، تكه

ده چسبانده و بلافاصله برداشته رقسمت لاك خو

ها روي سطح نوارچسب نه. بدين صورت روزشد

شوند. در آخرين مرحله نوار چسب چسبيده مي

قت بدون ايجاد حباب روي لام رامي و با دآبه 

مشاهده و  نوري كروسكوپيبا م ه واندچسب

آزمايشات  .گرفتبرداري صورت عكس

 BD توسط دستگاه فلوسايتومترفلوسايتومتري نيز 

FACSConta II )BD Biosciences, Bedford, 

MA, USA ( موجود در دانشگاه تربيت مدرس

ها پس از تا سطح پلوييدي نمونه شدانجام تهران 

سين تاييدي بر نتايج آزمايشات تيمار با كلشي

  .F( هاي شاهدنمونهيك بار سيتوژنتيك باشد. 

raddeana, 2c value = 91.1, Zonneveld, 

 ,Vicia faba(باقلا استاندارد گياه  به همراه )2010

2C value= 26.56 pg., Kotseruba et al., 

به همراه  تيمارشدههاي نمونهبار ديگر ) و 2000

گياهان  در پتري ديش حاوي بافراستاندارد  گياه

قرار ) Woody Plant Buffer, WPBچوبي (

و از  به قطعات كوچك تقسيمتيغ تيز با و  گرفتند

ميكرومتر عبور داده  50و 30هاي مخصوص فيلتر

ميكروليتر  50ه عصاره استخراج شده ب. شدند

RNase پروپيديوم يديد ميكروليتر رنگ 50و 

)PI ( افزار نرم آمده باهاي به دستداده وافزوده

مورد ارزيابي قرار ) Flowmax 2.4( فلومكس

  .گرفت
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  نتايج و بحث

مطالعات  بهترين روشمطالعات سيتوژنتيكي: 

 شامل پيش F. raddeanaسيتوژنتيكي در گونه 

ساعت  3به مدت  درصد 05/0سين تيمار با كلشي

 3در تاريكي و دماي اتاق، تثبيت در كارنوي ( 

) به مدت اسيد حجم اتانول، يك حجم  استيك

، هيدروليز سلسيوسدرجه  4ساعت در دماي  24

 سلسيوسدرجه  60در دماي اسيد با كلريدريك 

دقيقه، شستشو با آب مقطر و رنگ  16به مدت 

 ساعت 5تا  3تواورسئين به مدت آميزي با اس

)Karimzadeh et al., 2011 .اي هبررسي) بود

شاهد هاي كالوسسيتوژنتيكي انجام شده روي 

- شده نشان داد كه تعداد كروموزوم نمونهدارريشه

 ;Darlington, 1930( بود 2n=24ها همانند منابع 

Bakhshi Khaniki, 2002; Ahmadi Roshan et 

al., 2016( .روش  مطابق اين گونه وتايپكاري

داراي  ،)Levan et al., 1964لوان و همكاران (

جفت ساب  پنجيك جفت كروموزوم متاسنتريك، 

و  جفت ساب تلوسنتريك شش و سنتريكمتا

عموما داراي ماهواره روي بازوهاي بلند جفت 

مطابق  و بود شش و سههاي شماره كروموزوم

از لحاظ  )Stebbins, 1971بندي استبينز (طبقه

كه  گرفتقرار  3Aتقارن كاريوتايپ در كلاس 

ابتدايي بودن گونه مورد نسبي و تقارن دهنده نشان

  . )a-b 1(شكل  استبررسي 

 

) x100(با استفاده از عدسي  Fritillaria raddeana) 2n=2x=24هاي ديپلوييد (: كروموزومa -1شكل 

)bar =5 µm ،(b - وييدهاي هاپلايديوگرام كروموزوم F.  raddeana.  
Figure 1- a: Diploid chromosomes (2n=2x=24) of Fritillaria raddeana (using a 

×100 microscope objective) (bar =5 µm), b: Idiograms of haploid chromosomes in F. 

raddeana. 
  

بهترين پس از دستيابي به  مطالعات پلوييدي:

ارزيابي روش مطالعات كروموزومي و 

هاي شاهد، خصوصيات سيتوژنتيكي نمونه

 .Fهاي كالوس ،پلوييديالقاي  منظوربه

raddeana سين تيمار شدند. ابتدا درصد با كلشي

سين هاي حاوي كلشيبقاي كالوس در محيط

جدول تجزيه واريانس (جدول گيري شد. اندازه

با  تيمارزمان  مدت تاثيرنتايج بررسي آماري ) و 1
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نشان ) 2(شكل ها كالوس يمانزندهبر سين كلشي

زمان تيمار از درصد  مدتافزايش با  كه دهدمي

و بيشترين  شودمي ها كاستهماني كالوسزنده

 44/64ساعت ديده شد ( 24ميانگين در تيمار 

هاي شاهد، بيشترين درصد در بين نمونه . درصد)

ساعت بود و پس از  24بقا مربوط به تيمار زماني 

ساير تيمارهاي شاهد داراي بالاترين درصد آن 

 05/0و  001/0ماني بودند. بين تيمارهاي زنده

داري هاي زماني تفاوت معنيدرصد در تمام بازه

- صرفه منظوربه نشد، در نتيجهاز لحاظ بقا ديده

ساعت  24جويي در زمان، اولويت با تيمار زماني 

  . )3(شكل  شدگرفته نظر در

سين بسته به نوع گياه شيطور معمول كلبه

مدت چند به درصد 5/0هاي كمتر از در غلظت

 & Farsiرود (كار ميساعت تا چند روز به

Bagheri, 1992هاي بيشتر معمولا باعث ). غلظت

ها يا سوختگي كامل و از بين رفتن گياهچه

رسد نظر ميشوند. بههاي تيمار شده ميكالوس

مركز باشد و يك سين در مريستم متفعاليت كلشي

اختلال فيزيولوژيكي در كاهش تقسيم سلولي و يا 

  ).Gu et al., 2005ها ايجاد كند (مرگ ريزنمونه

  

  

 

  .Fritillaria raddeanaهاي جدول تجزيه واريانس درصد بقاي كالوس -1جدول 
Table 1- Anova table of callus survival percent in Fritillaria raddeana.  

 

  گين مربعاتميان

MS  

  درجه آزادي

df 

 منابع تغييرات

S.O.V  

3770.06**  2  
  مدت زمان تيماردهي

Treatment duration  

6828.70**  4  
  سينغلظت كلشي

Colchicine concentration  

241.89**  8  
   مدت زمان * غلظت

Duration * Concentration  

29.32 30  
  خطا

Error  

  ضريب تغييرات    11.03

C.V  
** The significance is indicated P< 0.01. 
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 .Fritillaria raddeanaسين بر درصد بقاي كالوس در اثر مدت  زمان تيمار با كلشي -2شكل 

Fig 2: Effect of exposure time of colchicine on callus survival in Fritillaria raddeana. 

  
 .Fritillaria raddeanaدر اي كالوس سين بر درصد بقمقايسه اثر غلظت كلشي -3شكل 

Figure 3- Effect of colchicine concentration on callus survival in Fritillaria raddeana. 

  

بالاترين درصد سوختگي در تحقيق حاضر 

درصد  05/0و  01/0و تلفات ريزنمونه در غلظت 

- نمونه و شدمشاهدهساعت  72و در تيمار زماني 

گي به رشد معمول خود ادامه هاي شاهد هم

هاي انجام شده روي اين نتايج با بررسي .دادند

)، Ahmadi Majd et al., 2013نرگس (هاي گل

زرشك  و گياه Wu et al., 2007)(سوسن 

)Lehrer et al., 2008 مطابقت دارد. رابطه (

سين با معكوس بين زمان تيمار و غلظت كلشي

درون و برون  در مورد مطالعات ،هابقاي نمونه

 & Chenكند (اي گياهان ديگر نيز صدق ميشيشه

Gao, 2007 .(علاوه بر طور كه ذكر شد، همان

سين، زمان تيمار نيز عامل موثري در غلظت كلشي

 ,.Rubuluza et alها است (ماني گياهچهزنده

2007Thao et al., 2003; و با افزايش زمان (

ها يزنمونهدر رماني زندهتيماردهي، ميانگين 
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همزمان با افزايش پژوهش، در اينيابد. كاهش مي

سين و زمان قرارگيري در محيط غلظت كلشي

ها افزوده سين بر تلفات ريزنمونهحاوي كلشي

هاي . اين رابطه بدين صورت است كه بازهشد

هاي بالاتر، در زماني بيشتر نسبت به غلظت

ه . هرچداشتها تاثير بيشتري سوختگي ريزنمونه

در  F. raddeanaهاي مدت زمان قرارگيري نمونه

، نفوذ به درون شدسين بيشتر محيط حاوي كلشي

  . بودبيشتر نيز بافت بيشتر و سميت ماده 

- هاي بهمشاهدات نشان داد كه گياهچه

در تيمار  زنده ماندههاي آمده از كالوسدست

از نظر سرعت  درصد 05/0و  01/0سين كلشي

ت و ساقه با گياهان شاهد تفاو رشد و اندازه برگ

عموما ها بسيار زيادي نشان دادند. اين گياهچه

سرعت ، تر، طول ميانگره بلندترهاي پهنبرگ

دهي و از نظر زماني سوخ رشد بسيار بيشتر

 سين براين اثر كلشي؛ )4(شكل  ي داشتندترسريع

تواند به دليل تاثير شبه روي افزايش رشد مي

ا امآن بر روي رشد گياه باشد.  هورموني و تقويتي

در آزمايش روي كنجد گياهان تيمار شده با 

و  هاي دفرمهتر، برگهاي كوتاهسين ميانگرهكلشي

هاي پايين در غلظت و هاي كلروفيل داشتندجهش

تر با زودرسها يافتهجهش) درصد 12/0(كمتر از 

  .)Mensah et al., 2007( عملكرد بالاتر بودند

سين در مورد ساير اثرات كلشينتايج در 

عنوان مثال در پژوهشي به .گياهان متفاوت است

، زنبق عمر طول بر سينكلشي تاثيرديگر در زمينه 

سين به ليتر كلشي درگرم  2/0كارگيري تيمار با به

 كل،تعداد ساعت، كربوهيدرات 4مدت 

 و طول روزنه، محافظ هايسلول هايكلروپلاست

 15 درحدود( گياه عمر طول و هابرگ عرض

 Ghasemi et( يافت افزايش شاهد به نسبت) روز

al., 2014اي حنا (). در گونهImpatiens patula (

تا  03/0تيمارهاي  با پلوييدي سطح افزايشنيز 

 گياهانشد و ديدهسين يكلشدرصد  09/0

تعداد روزنه كمتر،  داراي شده ايجاد تتراپلوييد

 برگ ضخامت تر وبزرگ روزنه نگهبان هايولسل

 نشد ايجاد تغييري گل اندازه در ولي بودند، بيشتر

)Tharawoot et al., 2012 افزايش كلروپلاست .(

هاي نگهبان روزنه عملكرد آن را بالا برده و سلول

-Ghotbiيابد (در نتيجه تراكم روزنه كاهش مي

Ravandi et al., 2013 .( مشاهدات ميكروسكوپي

) و 5در اين پژوهش (شكل  F. raddeanaروزنه 

هاي آماري غلظت و مدت زمان تيمار با بررسي

)، 7و  6سين بر روي روزنه (شكل هاي كلشي

را در گياهان ميانگين تعداد روزنه كمتر بودن 

و سين كلشي درصد 01/0سطح  تيمار شده با

. در بررسي نشان دادساعت  48تيمار زماني 

و نتايج حاصل مقايسات ميانگين با آزمون توكي 

داري مابين از تجزيه واريانس نيز اختلاف معني

غلظت و زمان از نظر تعداد روزنه ديده شد 

هاي اين درحالي بود كه بررسي)؛ 2(جدول 

گونه تغييري در سطح پلوييدي سيتوژنتيكي هيچ

  نشان ندادند. اين تيمارها 
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 2ه : گياهچFritillaria raddeana ،b هاي شاهدماهه باززايي شده از كالوس 2: گياهچه a -4شكل 

اززايي شده از ماهه ب 2: نمونه گياه cدرصد، 05/0سين ماهه باززايي شده از كالوس تيمار شده با كلشي

 ).bar = 1cmدرصد  ( 01/0سين كالوس تيمارشده با كلشي

Figure 4- a: Regenerated plantlet from callus of control plant of Fritillaria raddeana 

after 2 months, b: Regenerated plantlet from 0.05% colchicine treated plant after 2 

months, c: Regenerated plantlet from 0.01% colchicine treated plant after 2 months (bar 

= 1 cm). 

  

  .Fritillaria raddeanaسين در كلشي واريانس تعداد روزنه پس از تيمار باجدول تجزيه  -2جدول 
Table 2- Anova table of stomata number after colchicine treatment in Fritillaria 

raddeana. 
  S.O.V منابع تغييرات df درجه آزادي  MS ميانگين مربعات

64.92**  2  
  مدت زمان تيماردهي

Treatment duration  

133.37**  2  
  سينغلظت كلشي

Colchicine concentration  

23.59**  4  
   مدت زمان * غلظت

Duration * Concentration  

2.48  18  
  خطا

Error  
  C.V  ضريب تغييرات    7.39

** The significance is indicated P< 0.01 
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ي بزرگنماي ترتيب نمونه شاهد با: بهcو  Fritillaria raddeana  .aتراكم روزنه در برگ گياه   -5شكل 

x10  وx20  ،b  وdدرصد با بزرگنمايي  01/0سين ترتيب نمونه تيمار شده با كلشي: بهx10 و x20.  
Fig 5- Stomata aggregation on Fritillaria raddeana leaf. a and c: Control plant (using 10x 

and 20x microscope objective, respectively )(bar =100 µm), b and d: 0.01% colchicine 

treated leaf (using 10x and 20x microscope objective, respectively) (bar =50 µm). 
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 .Fritillaria raddeana سين بر تعداد روزنه دراثر غلظت كلشي  -6شكل 

Figure 6- Effect of colchicine concentration on stomata number in Fritillaria raddeana. 

 

 
 .Fritillaria raddeanaسين بر تعداد روزنه در اثر مدت زمان تيمار با كلشي -7 شكل

Figure 7- Effect of exposure time of colchicine on stomata number in Fritillaria 

raddeana. 

 

پس از مطالعات سيتوژنتيكي اينكه رغم علي

يك از ها (در هيچدر سطح پلوييدي كروموزوم

نشد، اما  ) تغييري مشاهدهسينكلشي هايغلظت

با توجه به كاهش تعداد روزنه و رشد بيشتر 

، اين سيندرصد كلشي 01/0ها در تيمار نمونه

آماده آزمايشات فلوسايتومتري ها براي نمونه

نشان داد كه  ها نيز. نتايج اين بررسيندگرديد

هاي ديپلوييد در كليه نمونهدست آمده هاي بهپيك

در يك محدوده قرار داشتند. همگي رشده و تيما

چنين اعداد حاصل از نرم افزار فلومكس هم
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هاي شاهد ديپلوييد را ژنوم نمونه اندازه ميانگين

- ژنوم نمونه اندازهپيكوگرم و ميانگين  50/79برابر

پيكوگرم  65/81سين را هاي تيمار شده با كلشي

 تقريبي يكسان بودنها مشخص كرد. اين داده

را در مقايسه با گياهان شاهد  DNAر مقدا

ساير اثرات  ).8دهند (شكلميديپلوييد نشان 

سين علاوه بر تغييرات كروموزومي شامل كلشي

اي، هاي نقطهتغييرات هورموني و شيميايي، جهش

ها، تاثير بر تغييرات كروموزومي اندامك

كلروپلاست و ساير تغييرات ژنتيكي و 

سين داراي كل كلشيدر  باشد.فيزيولوژيكي مي

بر  ي فيزيولوژيك و شيميايياثرات پيچيده

- كه مي زينتي، زراعي و باغي استمحصولات 

تري بررسي تر و تخصصيبايست به طور گسترده

  ).Eiselein, 1994( گردد

 

 
و  شاهد Fritillaria raddeana: پيك  aپيك هاي به دست آمده از دستگاه فلوسايتومتري،  -8شكل 

 قلا.سين و استاندارد باتيمارشده با كلشي F.raddeana: پيك  b) ؛ Vicia fabaرد باقلا(استاند

Figure 8- Flow cytometery peaks of a: Control plants of Fritillaria raddeana and 

standard plant (Vicia faba), b: Trated plant with colchicine and standard plant.   
  

به تاييد نتايج سيتوژنتيكي توسط با توجه 

سين در توان گفت كلشيروش فلوسايتومتري، مي

شده، ماده مناسبي جهت كاربردههاي بهغلطت

پلوييدي در گياه مورد بررسي نيست. پليالقاي 

تواند به نوع ريزنمونه مورد چنين مياين نتيجه هم

آزمايش (كالوس) و روش استفاده (تركيب با 

ز مرتبط باشد. علاوه بر اين محيط كشت) ني

دهد اين ماده اثر يكسان و ها نشان ميپژوهش

- هاي گياهي مختلف و بخشيكنواختي بر گونه

 Mohammadiهاي مختلف يك گياه نيز ندارد (

et al., 2013 دوام سطح پلوييدي در گياهان نيز .(

و با موفقيت  داشتهبر زمان ،رونديپس از القا

)؛ در Lavania, 2005يست (چندان بالايي همراه ن

دست آمده گياهان به ،اغلب آزمايشات

) و Ascough et al., 2008ميكسوپلوييد بوده (

هاي زنده هاي متوالي گياهچهكشتزيرپس از 

است مانده، گياه تتراپلوييد خالص مشاهده نشده

)Ahmadi Majd et al., 2013در گياهان نهان .( -
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قه مجزا و مشخص دانه مريستم انتهايي از دو منط

تشكيل شده كه هر يك بخشي از گياه را ايجاد 

- ين مناطق مريستمي از لايها هركدام از ؛كنندمي

اند و مسئول توليد هاي متعددي تشكيل شده

هاي رشديافته جديد هستند، بنابراين براي بخش

توليد گياهان تتراپلوييد خالص افزايش سطح 

ضروري  هاي مريستميپلوييدي در تمامي لايه

  . )Jones et al., 2008است (

  

  نتيجه گيري

با توجه به مشاهدات اين آزمايش و با 

توان در مي F. raddeanaتوجه به كند رشد بودن 

سين براي تسريع رشد موارد ضروري از كلشي

هاي كشت بافتي اين گونه استفاده كرد. ريزنمونه

تواند شامل افزايش تعداد و اين تسريع رشد مي

ريشه و شاخساره باززايي شده از كالوس و قطر 

هاي توليد شده چنين تعداد و اندازه سوخچههم

هاي تيمارشده با باشد. در تحقيق حاضر گياهچه

ماهه، رشدي برابر با  3سين در بازه زماني كلشي

هاي يكساله داشتند. تاكنون پژوهشي روي گياهچه

-سين بدون القاي پلياين جنبه از اثرات كلشي

است و آزمايشات تكميلي لوييدي انجام نگرفتهپ

  رسد.نظر ميضروري به

  

  سپاسگزاري

 نامــه ــانيپا از يبخــش حاضــر مقالــه

 كه باشددكتراي تخصصي علوم باغباني مي دوره

در مركز ذخاير ژنتيكي و زيستي ايران و دانشگاه 

است. بدين وسيله تربيت مدرس تهران انجام شده

- دانند تا از راهنماييخود لازم مي بر دگانگارنن

دريغ هاي بيچنين كمكهاي تمامي اساتيد و هم

  .ندينما تشكر سركار خانم سيما داوودي
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Abstract 

 The induction of polyploidy is a useful tool in plant breeding, as important characteristics 

such as new forms and colors, resistance to both drought and low temperatures can be 

achieved through chromosome doubling. Several methods and materials were used to obtain 

polyploid varieties but in some cases these substances have unusual effects. The main 

purpose of the present study was to regenerate polyploidy plants. In this research, Fritillaria 

raddeana calluses were treated by colchicine at four different concentrations 0.005, 0.001, 

0.05 and 0.01% for 24, 48 and 72 h to induce polyploidy. The experiment was laid out 

with three replications in completely randomized design. Due to its slow growth rate, survival 

percent were identified after 3 months. Root tip chromosome counting, stomata and flow 

cytometry analysis shown that dosages higher than 0.01% and exposure time of colchicine 

treatment higher than 48 h cause more explants lethality. Although the growth rates have been 

increased and stomata density decreased, neither chromosome counting nor flow cytometry 

analysis indicated any polyploid plantlets in colchicine treated explants.  

Keywords: Polyploidy, flowcytometery, stomata, chromosome. 
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