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  پلوئيدي در گياه ليموترش مورفولوژيك و فيزيولوژيك القاي پلي تأثيرات
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  چكيده
                                                 پردانگـي بـه عنـوان عامـل منفـي در انتخـاب         .                                                                  ميوه مركبات داراي ارزش غذايي، دارويـي و اقتصـادي فـراوان اسـت    

       دانـه              هـاي بـي                                    پلوئيـدها، تريپلوئيـدها ميـوه                در ميان پلي  .    شود                                               ي با كيفيت بالا در ميوه مركبات در نظر گرفته مي  ها      گونه
                                                                            هـاي تريپلوئيـد، وجـود گيـاه تتراپلوئيـد ضـروري اسـت، توليـد گيـاه                                            از آنجايي كه براي توليـد ميـوه    .     كنند          توليد مي

  .                               سين، هدف اين پژوهش قرار گرفـت                       از ماده شيميايي كلشي                                                     تتراپلوئيد در ليموترش با روش قطره چكان و با استفاده
                                      بررسـي فلوسـايتومتريك بـر گياهـان              درصـد،    1 / 4  و    1 / 0  ،  0 / 6  ،  0 / 2              سين با غلظـت                              روز پس از اعمال تيمار كلشي    60

  .                            و آناتوميـك بررسـي شـدند                مورفولوژيـك        هـاي                    از نظـر ويژگـي     ،                      گياهان تتراپلوئيد حاصل  .                     تيمار شده انجام گرفت
                                                     هاي گياهان ديپلوئيد از نظـر انـدازه، طـول و عـرض                                                       هاي گياهان ديپلوئيد و تتراپلوئيد نشان داد كه برگ   گ         مقايسه بر

  .                                         داري نسـبت بـه ديپلوئيـد كمتـر بـود                                             ارتفاع گياهان تتراپلوئيد به طور معنـي   .                                       بيشتري نسبت به گياهان تتراپلوئيد دارند
                                                 ها نشان داد كه در گياهان تتراپلوئيد در مقايسه با          شحي برگ      هاي تر                                              بررسي تراكم روزنه، ابعاد روزنه و همچنين كيسه

        ميـزان    .                              هـاي ترشـحي افـزايش يافـت                                                    هاي ترشحي كاهش، اما ابعاد روزنه و ابعاد كيسـه                              ديپلوئيد تراكم روزنه و كيسه
    اري  د                                                                                               ، كلروفيل كـل و كاروتنوئيـد در گياهـان تتراپلوئيـد نسـبت بـه ديپلوئيـد افـزايش معنـي         b          ، كلروفيل a        كلروفيل 
   .     نداشت

                                    سين، خصوصيات مورفولوژيك و آناتوميك                            ليموترش، تتراپلوئيدي، كلشي :هاي كليدي واژه

  
  مقدمه

  ، n2=x2=18                                   درختان ليموترش با عدد كرومـوزومي 
                                                         بومي شرق هيماليا و هند بوده، عقيده بـر ايـن اسـت كـه     

ــتند                                                            دورگ ناشــــي از تلاقــــي لايــــم و بالنــــگ هســ
                كــه در صــنايع   )   89  13        مقــدم،                     قزوينــي و فتــاحي         فتــوحي (

                                                    غذايي، داروسـازي، عطرسـازي و آرايشـي كاربردهـاي     
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                                           در طب سنتي نيـز مـوارد اسـتفاده زيـادي       .              فراواني دارند
   ،                   بـه عنـوان مثـال     (Owhe-Ureghe et al., 2010)      دارند 

ــد     ــاربرد دارن ــرفه ك ــده و س ــاي مع ــان درده ــراي درم                                                             ب
(Oyagade et al., 1999) .     ليمـوترش          ايـن،             عـلاوه بـر          

                       هاي گرم مثبـت و گـرم           باكتري (          باكتريايي          خاصيت ضد 
   .(Aibinu et al., 2007)         نيز دارد   )     منفي

                                                       روش دو برابــر كــردن كرومــوزوم بــا اســتفاده از     
              هـاي اصـلاحي                                          سـين، بـه طـور وسـيعي در برنامـه           كلشي

 Hancock, 1997; Hartwell)      شـود                     گياهان استفاده مي

et al., 2004) .      پلوئيـدي                                    بيشـتر گياهـان حاصـل از پلـي          
                                                  صنوعي اغلب با افزايش اندازه سلول همراه هستند كـه   م

    شود                                   هاي رويشي و زايشي بزرگتر منجر مي                به توليد اندام
(Byrne et al., 1981).   پلوئيدي ممكن اسـت             القاي پلي                   

ــا افــزايش عملكــرد و توليــد متابوليــت                    هــاي ثانويــه در                                               ب
                                              پلوئيد نسبت به والدين ديپلوئيد همـراه باشـد               گياهان پلي

(Dhawan and Lavania, 1996).     ميـزان     ،             بـراي مثـال        
               اي از نعنـــاع                                                 اســـانس در گياهـــان اتوتتراپلوئيـــد گونـــه

(Mentha arevensis L.)  ــزان ــه ميـ ــد    30                  ، بـ          درصـ
(Janaki Amal and Sobti, 1962)     و در گيـاه زيـره                   

(Carum carvi L.)   ــزان ــا     35               بـــه ميـ          درصـــد    85      تـ
(Dijkstra and Speckmann, 1980)   نسبت به گياهـان                  

             همچنـين، در    .                                           ديپلوئيد شـاهد افـزايش نشـان داده اسـت    
ــا برخــي                                                              بســياري از گياهــان افــزايش ســطح پلوئيــدي ب
                                                 تغييرات مورفولوژيك و فيزيولوژيك همراه بوده اسـت  

(Randall et al., 1977).   در گيـاه دارويـي      ،      مثـال       براي                   
           ، گياهــان (Lavandula angustifolia)             اســطوخودوس

                              ا و بـذرهاي بزرگتـر، دمگـل       ه ـ                          اتوتتراپلوئيد داراي گـل 
                                            تر و پرزهاي سپري بزرگتر روي برگ نسـبت بـه         ضخيم

 ,Urwin and Horsnell)                           همتاهاي ديپلوئيد خود بودند 

                                     پلوئيــدي در مركبــات ســبب توليــد                 القــاي پلــي  . (2007
        شـــود                                                        گياهـــان مركبـــات تتراپلوئيـــد و تريپلوئيـــد مـــي

(Lee, 1988) .  دانـه هسـتند و از                  پلوئيـد، بـي              گياهان تري                     
                    ، پردانگـي عـاملي          هسـتند                            آنجا كه اغلب مركبات پردانه 

 ,.Geraci et al)    شود                              منفي در كيفيت آنها محسوب مي

1975; Esen et al., 1978; Navarro et al., 2002) ،  
                          دهندگان مركبات با دستكاري                       علاقه روز افزون پرورش

       دانـه                                   هاي هدف براي توليد ارقـام بـي                     پلوئيدي، استراتژي
   .(Vardi, 1996)        شده است           تريپلوئيد 

               هــاي مســتقيم                                        بــراي تعيــين ســطح پلوئيــدي از روش
            و همچنــين،   )                                      شــمارش كرومــوزوم و فلوســايتومتري   (

                 گيري طول و عـرض                مانند اندازه (               هاي غير مستقيم      روش
                        هـاي روزنـه در واحـد                                   هـاي روزنـه، تـراكم سـلول          سلول

       شــود                اســتفاده مــي  )                                ســطح و مشــاهدات مورفولوژيــك 
(Sari et al., 1999) .    تعيين ميزان كلروفيل نيز به عنـوان                                   

      هـاي                                                    ابزاري بـراي تشـخيص سـطوح پلوئيـدي در گونـه     
                               هاي متفاوت همراه بـوده اسـت                         مختلف با ميزان موفقيت

 Timco et al., 1981)؛ Joseph and Randall, 1981؛
Mathura et al., 2006) .    ميـزان كلروفيـل در گياهـان                              

ــيا  ــوعي آكاسـ ــد نـ   (Acasia mearnsii)                                     اتوتتراپلوئيـ
                                               بيشتر از ميزان كلروفيل همتاي ديپلوئيـد آنهـا         درصد    40

           بـه علـت     . (Mathura et al., 2006)              گزارش شده است 
ــت و      ــه در باف ــات ثانوي ــزان تركيب ــتقيم مي ــزايش مس                                                              اف

                      پلوئيـد بـه ويـژه                  در گياهان پلي                      همچنين، افزايش زيتوده 
  )                 ساقه، برگ و گـل  (                                گياهان دارويي كه از اندام رويشي 

ــراي ــه دســت آوردن متابوليــت        ب                          هــاي ثانويــه اســتفاده                              ب
              هـا در ايـن                                                شـود، دو برابـر كـردن تعـداد كرومـوزوم         مي
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               هـاي ثانويـه                                 افـزايش عملكـرد متابوليـت         موجب       گياهان 
   .(Gonzalez and Weathers, 2003)        شده است 

                                                      هــدف از ايــن پــژوهش، بررســي امكــان اســتفاده از  
        يسـه و                                            پلوئيدي به عنوان روشـي اصـلاحي بـراي مقا        پلي

ــين، بررســـي برخـــي ويژگـــي                   هـــاي رشـــدي و                                        همچنـ
                                                 هاي كمي و كيفي بين گياهـان تتراپلوئيـد ايجـاد           ويژگي

   .                                          شده از گياهان ديپلوئيد در گياه ليموترش است
  

  ها مواد و روش
            مواد گياهي

                           باغ مؤسسه تحقيقات مركبـات                 هاي ليموترش از      ميوه
                  پوسـته خـارجي و     .                                       واقع در شهرسـتان تنكـابن تهيـه شـد    

                                                  ته داخلي بذرها جـدا شـد، سـپس بـذرهاي نوسـلار         پوس
   از   )                               لپـه و داراي شـكل نامتقـارن                           بذرهايي با بيش از دو (

         بـذرهاي    .           جـدا شـد    )             هاي متقـارن                 بذرهايي با لپه (     جنسي 
                                 هاي حـاوي كاغـذ صـافي كـه در          ديش               نوسلار در پتري

        مراحـل     و                                              اتوكلاو استريل شده بودنـد، قـرار داده شـده،    
       درجـه      27-  25                   نكوباتور با دمـاي                        رشد اوليه را در داخل ا
ــد ــان شــدن     2        پــس از    .                      ســانتيگراد گذراندن ــه و نماي                          هفت

   6 / 5        و قطـر      10                 هايي به ارتفـاع                      چه، بذرها به گلدان      ريشه
                                ها بـا نسـبت برابـر از كـود            گلدان  .               متر منتقل شدند       سانتي

         گياهـان    .        پر شـد   )      1:1:1        با نسبت  (                   حيواني، خاك و ماسه 
    25                     ه با دمـاي روزانـه                               پس از كشت در گلدان، در گلخان
                   درجــه ســانتيگراد     18                                     درجــه ســانتيگراد و دمــاي شــبانه  

ــه منظــور ايجــاد جمعيــت تتراپلوئيــد،    .               نگهــداري شــد                                             ب
                                            ها در مراحل دو برگ حقيقي اوليه براي اعمـال          گياهچه

                   ايــن پــژوهش طــي   .                       ســين اســتفاده شــدند                تيمــار كلشــي
                              در گلخانه مؤسسه بيوتكنولـوژي        1390-    1388    هاي      سال
   .          انجام گرفت  )    رشت (  ر    كشو      شمال

                                   القاي تتراپلوئيدي در گياه ليموترش
                                    بـراي القـاي تتراپلوئيـدي از روش       ،              در اين پـژوهش 

          هاي مختلف                 گياهچه با غلظت     180                     تيمار مريستم انتهايي 
                                     به ايـن منظـور، مريسـتم انتهـايي       .               سين استفاده شد      كلشي

                                             هـا در مراحـل دو بـرگ حقيقـي اوليـه در                   رشد گياهچـه 
                    هاي مختلـف محلـول                       با استفاده از غلظت             روز متوالي،   3

    20        و توئين   )     درصد   1 / 4  و    1  ،  0 / 6  ،  0 / 2 (    سين           آبي كلشي
            چكـان بـا                      ، بـا روش قطـره   )                     براي افزايش تماس سطحي (

                    ميكروليتـر تيمـار      5                                         استفاده از سـمپلر هـر روز بـه ميـزان     
   .    شدند

                                                     شناسايي گياهان تتراپلوئيد بـا اسـتفاده از دسـتگاه    
              فلوسايتومتري

                                           ه اينكـــه دســـتگاه فلوســـايتومتري بـــا                   بـــا توجـــه بـــ
  DNA                                   گيري شدت نسبي فلورسانس، مقدار نسبي         اندازه

                                        دهد، سطح پلوئيدي يك نمونه ناشناخته تنها             را نشان مي
                                     هـاي اسـتاندارد گيـاه شـاخص بـا                           پس از تركيب با هسته

                                                           ســطح پلوئيــدي و محــل پيــك در مقايســه بــا اســتاندارد 
         ن صـحيح                             در اين تحقيق، بـراي تخمـي    .    شود         مشخص مي

                                                           ســطح پلوئيــدي گياهــان تتراپلوئيــد مــورد نظــر توســط  
                                                         دستگاه فلوسايتومتري، از گياه جعفـري بـه عنـوان گيـاه     

ــاليز ســطح پلوئيــدي،    .                           اســتاندارد اســتفاده شــد ــراي آن                                   ب
                              روز پس از اعمال تيمـار جـدا       60               هاي دوم گياهان      برگ

       سـاخت    PA                                          شده، توسـط دسـتگاه فلوسـايتومتري مـدل     
              شـيوه تهيـه     .                 مان بررسي شـدند        كشور آل  Partec     شركت 

                                                    نمونه براي آناليز فلوسايتومتريك به اين شكل است كـه  
                            اي، به مقدار مسـاوي بافـت                              براي تهيه سوسپانسيون هسته

             هـاي بـدون                     ً           هـاي دوم و ترجيحـاً قسـمت                  برگي از بـرگ 
      هــاي                             گياهــاني كــه بــا غلظــت (                          رگبــرگ از گيــاه نمونــه 

   هد                ، گياهـان شـا   )                         سين تيمـار شـده بودنـد               مختلف كلشي
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   cm2  1                                         و گياه استاندارد، بـه انـدازه تقريبـي      )           فاقد تيمار (
                 ديـش پلاسـتيكي                         بافت برگ در يك پتـري   .           برداشته شد

                    از بـافر اسـتخراج               ميكروليتـر       400       حـاوي       متري       ميلي    55
                               قـرار داده، بـا اسـتفاده از      Partec                     هسته متعلق به شـركت  

ــز خُـ ـ  ــغ تي ــك تي ــد            ُ           ي ــه    .        رد ش ــن نمون ــه اي ــپس ب ــا                            س       ه
            كـه نـوعي     DAPI                  محلول فلـوروكروم            ميكروليتر       1600

  .                                                رنگ مخصوص آناليز فلوسايتومتري است، اضـافه شـد  
        نمونـه     .                                                    سپس نمونـه توسـط فيلتـر نـايلوني فيلتـر گرديـد      

                                                       صاف شده به داخل لولـه پلاسـتيكي متعلـق بـه دسـتگاه      
                    پس از آن، هيستوگرام   .                               فلوسايتومتري منتقل و آناليز شد

DNA  مقدار   .           به دست آمد      DNA   ا بررسـي                هر نمونـه ب ـ          
ــداقل  ــد        10000        ح ــي ش ــلول بررس ــراي    .                     س ــين، ب                   همچن

                                                    اطمينان از نتايج حاصل، پس از تهيه لام از بافت مربوطه 
        پ نيـز   و                                             شمارش كرومـوزومي بـا اسـتفاده از ميكروسـك    

   .        انجام شد
ي و كيفـي بـين گياهـان                    مقايسه ويژگي                                     هـاي كمـ

                       تتراپلوئيد و ديپلوئيد
 ــ      اليز                                                     پــس از شناســايي گياهــان تتراپلوئيــد توســط آن

                                                      فلوسايتومتري، گياهان ديپلوئيد و تتراپلوئيد از نظر سطح 
                                                   برگ، شكل برگ، اندازه روزنه، تراكم روزنه، ارتفـاع،  

  ن                          ، كلروفيـل كـل و ميـزا   b            ، كلروفيـل  a                ميزان كلروفيـل  
   .                            كاروتنوئيد با هم مقايسه شدند

                                             محاسبه سطح برگ گياهان ديپلوئيد و تتراپلوئيد
      تحـت        گياهان   با   هد       گياه شا    برگ    سطح       مقايسه     براي
      جـدا            هر گلـدان               رأس ساقه گياه   از    دوم    هاي     برگ       تيمار،
    وزن         تهيـه و         كاغـذي       كپـي        شـده،     جدا    هاي     برگ   از  .   شد
      متـر          سـانتي    يك  .   شد     گيري        اندازه      ترازو   با    نظر     مورد    كپي
       نسـبت               بـا محاسـبه          وزن شد،    جدا    نيز     كاغذ     كادر   از     مربع
     طـه     راب (          از كاغـذ         مربـع     متر       سانتي   يك    وزن   به    برگ    وزن

         سلطاني و  (   شد        مقايسه  و       محاسبه    برگ   هر    سطح  )       تناسبي
   . )    1385         همكاران، 

                            هاي ترشحي گياهان ديپلوئيد و       كيسه      گيري        اندازه
            تتراپلوئيد

                                               براي سنجش تراكم كيسه ترشحي و تعـداد آنهـا در   
                                    هاي دوم از رأس ساقه گياهـان مـورد                  واحد سطح، برگ

   طح                                                 نظر جدا شد و براي بررسي تراكم آنها در واحـد س ـ 
            و براي سنجش    4       نمايي      بزرگ        نوري با            ميكروسكوپ   از 

    10         نمـايي         بـزرگ               پ نـوري بـا    و                     طول آنها از ميكروسـك 
   .          استفاده شد

                           سنجش كلروفيل و كاروتنوئيد
               و كاروتنوئيـد    a ،  b                   گيري ميزان كلروفيل              براي اندازه

ــك   ــرگ دوم، ديس ــل از ب ــه، در                                ك ــي تهي ــاي برگ    5                          ه
     بـا    .   شد    گن  هم              در هاون چيني      درصد    80  ن  و        ليتر است      ميلي

ــال  ــانتريفيوژ يخچ ــتفاده از س ــاي                                     اس ــه    4              دار در دم        درج
        دقيقــه    5           بــه مــدت                دور در دقيقــه       3000                   ســانتيگراد و بــا 

                           سپس شـدت جـذب محلـول در      .                 محلول جداسازي شد
ــوج  ــول م ــاي               ط ــتفاده از       663 / 2   و     646 / 8  ،    470      ه ــا اس                    ب

            از شــــركت   UV visible                             دســــتگاه اســــپكتروفتومتر 
Pharmacia biotech  بل شـاهد خوانـده، بـا قـرار           در مقا                                

               و كاروتنوئيـد    b  و   a                                  دادن در روابط زير ميزان كلروفيـل  
 ,Lichtenthaler)                    سطح برگ محاسبه شـد   cm2      كل در 

1983).   
Chla=12.25 A663.2 - 2.79 A646.8 
Chlb=21.50 A646.8 - 5.1 A663.2 
ChlT=Chla + Chlb 
Car=(1000 A470 - 1.82 Chla - 85.02 Chlb) / 198 

                                   هاي روزنه در گياهـان ديپلوئيـد و               يابي ويژگي   ارز
            تتراپلوئيد

                                                   بدين منظور، پس از تعيـين سـطح پلوئيـدي گياهـان     
                                                   مورد آزمايش با استفاده از دستگاه فلوسايتومتري، برگ 
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                       زيرين برگ با اسـتفاده                                دوم هر گياه جدا و سپس اپيدرم
                                   بـه ايـن منظـور بخشـي از بـرگ         .                 از لاك ناخن جدا شد

) mm  5 × mm  10   (  ه ترجيحاً فاقد رگبرگ اصلي بـود،   ك                        ً        
      دقيقه     15   تا     10      پس از                                با استفاده از لاك ناخن پوشانده، 

      هـاي                                        سپس با استفاده از يك تيغ تيز حاشـيه   .       خشك شد
                                                       نمونه را به شـكل چهـار گـوش در آورده، نـوار چسـبي      
                                                شفاف روي آن چسبانده و با انگشت شست فشار داده تا 

             س چسـب كـه       سـپ   .            ً                       اپيدرم كاملاً بـه چسـب ملحـق شـد    
                                                 اپيدرم به صورت لايه شفاف بسيار نازكي به آن چسبيده 

              هـاي روزنـه          ويژگي  .                             است، جدا و روي لام چسبانده شد
            نـوري بـا                ميكروسـكوپ                       ها با استفاده از يـك             همة نمونه

   .(Smith et al., 1989)         بررسي شد    40       نمايي      بزرگ
  مطالعات آماري

                       تكـرار انجـام شـد و       3                            مراحل مختلـف آزمـايش بـا    
   در   t                                              س آناليزهاي آماري با استفاده از آزمون آمـاري    سپ

ــرم ــزار        ن ــوكي در  SPSS        اف ــون ت ــرم                    و آزم ــزار        ن   SAS        اف
ــت ــرات در    .              صــورت گرف ــه تغيي ــوط ب ــاي مرب                                        نموداره

ــرم ــزار        ن                           طــرح مــورد اســتفاده در   .           رســم شــدExcel         اف
    .                  ً           آزمايشات طرح كاملاً تصادفي بود

  
  نتايج

                                  القا تتراپلوئيدي در گياه ليموترش
                                           ج حاصل از بررسي سطح پلوئيدي گياهان تيمـار      نتاي

   1 / 4  و    1 / 0  ،  0 / 6  ،  0 / 2 (    سين                         شده با سطوح مختلف كلشي
                                                با استفاده از دستگاه فلوسايتومتري نشان داد كـه    )     درصد

                                            درصـد در گيـاه ليمـوترش بيشـترين درصـد         1 / 4     غلظت 
       درصـد     0 / 2         و غلظـت    )       درصـد     48 / 6 (                  گياهان تتراپلوئيد 

      ايـن    .             را توليد كرد  )     درصد   0 (                         كمترين گياهان تتراپلوئيد 

    شكل  (        أييد شد                                    نتايج از طريق شمارش كروموزومي نيز ت
1 .(    

  
  

                            ســين بــر توليــد گياهــان                                  اثــر تيمارهــاي مختلــف كلشــي  - 1      شــكل 
   3                 مقادير،ميـانگين    .                                              تتراپلوئيد ليموترش با استفاده از آزمون تـوكي 

    دار         معنـي         اخـتلاف       عـدم        بيانگر      يكسان     حروف  .    است  SE   ±      تكرار 
   .   است  P<0.01       در سطح 

  

                      مقايسه شكل و سطح برگ
                    در گيـاه ليمـوترش     )  2      شـكل   (                  بررسي شـكل بـرگ   

                                          هاي گياهان تتراپلوئيـد از نظـر انـدازه                     نشان داد كه برگ
ــدول  ( ــه     )  1       ج ــبت ب ــري نس ــرض كمت ــول و ع                                           داراي ط

             هاي گياهـان                    علاوه بر اين، برگ  .                      گياهان ديپلوئيد بودند
      سـطح            مقايسـه   .                          خـورده و ناصـاف بودنـد                   تتراپلوئيد چين

                                       نشان داد كه گياهان تتراپلوئيد به طـور    )  1     جدول  (    برگ 
                                           داري سطح برگ كمتري نسبت به گياهان ديپلوئيد       معني
     .     دارند

  
 )شده گياه تيمار: 2گياه شاهد، : 1(شكل برگ  -2شكل 
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                               مقايسه طول، عرض و تراكم روزنه
گيري طول و عرض روزنـه در   نتايج حاصل از اندازه

ــد  ــان تتراپلوئيـ ــي گياهـ ــزايش معنـ ــوترش افـ داري  ليمـ
(P<0.05)  جدول (را نسبت به گياهان ديپلوئيد نشان داد

بررسي تـراكم روزنـه نيـز نشـان داد كـه بـا افـزايش        ). 1
ــي    ــور معن ــه ط ــه ب ــراكم روزن ــدي ت ــطوح پلوئي داري  س

(P<0.05)   ــاه ــه گي ــد كــاهش مــي نســبت ب ــد  ديپلوئي ياب
  ).1جدول (

                                 مقايسه تراكم و مساحت كيسه ترشحي
      هــاي                                           گيــري تــراكم كيســه ترشــحي در نمونــه    زه      انــدا

                                                        گياهي تتراپلوئيد و ديپلوئيد نشان داد كه تراكم آنهـا در  
ــه طــور    ــه تتراپلوئيــد ب ــه گون                                                                  گياهــان ديپلوئيــد نســبت ب

  )  3        و شـكل     1       جـدول   (            بيشتر بـود    (P<0.05)     داري       معني
                                                        در حــالي كــه مســاحت كيســه ترشــحي در گياهـــان      

               نسبت به گياهان   (P<0.05)    داري                        تتراپلوئيد افزايش معني
    ). 1     جدول  (              ديپلوئيد داشت 

                      مقايسه ارتفاع گياهان
                                                          نتــايج حاصــل از مقايســه ارتفــاع گياهــان تتراپلوئيــد 
                                                        نسبت به ديپلوئيد نشان داد كه ارتفاع گياهان تتراپلوئيـد  

                          نسبت به ديپلوئيـد كـاهش     (P<0.05)     داري              به طور معني
    ). 1     جدول  (     يافت 

 ـa                     مقايسه ميزان كلروفيل                ، كلروفيـل و  b  ل           ، كلروفي
               كاروتنوئيد كل

            ، كلروفيـل  a                                     نتايج حاصل از مقايسه ميزان كلروفيـل  
b    كلروفيل و كاروتنوئيد كل بـين گياهـان تتراپلوئيـد و ،                                                        

ــي  ــاوت معن ــد تف ــداد   (P<0.05)     داري                             ديپلوئي                  را نشــان ن
    ). 1     جدول  (

  
     بحث

                         توليد گياهان تتراپلوئيد
      يد از                               به منظور توليد گياهان تتراپلوئ   ،            در اين پژوهش

                 چكـان اسـتفاده                         سين به صـورت قطـره                  روش تيمار كلشي
                                                    نتايج حاصل از اين تيمـار نشـان داد كـه در غلظـت       .   شد

ــد   1 / 4 ــي         درصـ ــين،          كلشـ ــد    48 / 6        سـ ــان          درصـ              از گياهـ
                                                         ليمــوترش تتراپلوئيــد شــدند كــه برتــري روش فــوق را  

                                                هـايي كـه اسـاس آنهـا تيمـار گياهـان بـا                     نسبت به روش
      هـاي                      توليد بـذر، بـرگ                سين در مراحل                 استفاده از كلشي

                 اي اسـت، نشـان                      هاي كشت درون شيشه             اي و يا روش     لپه
  و   Dutt                اي كـه توسـط               در مطالعـه    ،      مثـال         بـراي   .      دهـد     مي

              انجـام شـد،     Citrus reticulate    روي   )     2010 (        همكاران 
                                              از روش تيمار بر سوسپانسيون سلولي كه روش جديدي 

                                            شود، استفاده شد كه بيشينه رانـدمان توليـد             محسوب مي
ــود        درصــد    35                          تتراپلوئيــد در ايــن روش              در پژوهشــي   .      ب

                                                         ديگر راندمان توليد گياهان تتراپلوئيـد حاصـل از تيمـار    
                           اي از بنفشــه در نســل اول                                 بــذرهاي آبگيــري شــده گونــه

ــار مريســتم          درصــد   0 /  73                                         گــزارش شــد و در روش تيم
   2 /  16              اي، رانـدمان             هاي لپـه                             انتهايي در مرحله توليد برگ

  . (Ajalin et al., 2002)                 گــزارش گرديــد          درصــد
ــط    ــه توس ــي ك ــين، در پژوهش ــاران   Roy                                    همچن             و همك

                                                گزارش شد، راندمان توليـد گياهـان تتراپلوئيـد      )     2001 (
                                                          در گياه رازك از طريـق بـاززايي گياهـان تتراپلوئيـد از     

    اي،                                                گياهان ميكسوپلوئيد در شرايط كشـت درون شيشـه  
   .        گزارش شد      درصد    33

         سطح برگ
                                             نتايج حاصل از اين پژوهش در ارتباط با سطح برگ 

  Spathiphyllum wallisii                  پلوئيدي در گيـاه                با القاي پلي
                                              مشابه بود كه سبب كاهش سطح برگ و نسبت طول بـه  
ــاه ديپلوئيــد شــد   ــه گي ــاه تتراپلوئيــد نســبت ب                                                                 عــرض گي

(Van Laere, et al., 2010) .      كـاهش سـطح بـرگ و                     
                     پلوئيـد نسـبت بـه          لـي                      تـر شـدن گياهـان پ                   همچنين كوتـاه 

                                      توانـد سـبب افـزايش مقاومـت ايـن                          گياهان دپلوئيد، مي
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                                                      گياهان در برابر عوامل نامساعد محيطي از جملـه نـور و   
  .                   ً                                   بادهــاي شــديد، خصوصــاً در منــاطق كوهســتاني شــود 

     هـا                                                     پلوئيدي آثار قابل توجهي بر تغيير نحـوه بيـان ژن       پلي
                                                      دارد كه ممكـن اسـت شـامل خـاموش يـا روشـن شـدن        

                البتـه الگـوي     .    اند                          هايي شود كه دو برابر شده       از ژن     برخي 
                     هاي مختلف و حتـي در              ها و اندام                       تغيير بيان ژن در سلول

                        توانـد متفـاوت باشـد                            هاي مختلف يك گياه مـي         ژنوتيپ
(Adams and Wendel, 2005).   

  

 
 40گنمايي با بزر) گياه تحت تيمار: 2، شاهدگياه : 1(مقايسه كيسه ترشحي گياهان ليموترش  -3شكل 

  
  .      اسـت   SE   ±        تكـرار     3                    مقـادير، ميـانگين     .                                                         هاي كمي و كيفي در گياهان ديپلوئيد و تتراپلوئيد ليمـوترش                            مقايسه ميانگين برخي ويژگي  - 1     جدول 
   .   است  P<0.05       در سطح     دار      معني      اختلاف    عدم       بيانگر      يكسان     حروف

  )ميانگين ±SE(گياهان ديپلوئيد   )ميانگين ±SE(گياهان تتراپلوئيد      شده              ي وكيفي بررسي        هاي كم       ويژگي
  a4/1±62/48   b8/0±4/29   (µm)          طول روزنه 

  a3/1±8/42   b6/0±8/22   (µm)          عرض روزنه 
 a  (mg/ml)   a009/0±6/4   a02/0±6/4        كلروفيل 

  b  (mg/ml)   a02/0±5/1   a1/0±4/1        كلروفيل 
  a01/0±1/6   a1/0±9/5   (mg/ml)    كل        كلروفيل 

  b09/0±7/3   a09/0±4/14   (cm)            ارتفاع گياه 
  a8/169±1884   b09/64±471   (µm2)                 مساحت كيسه ترشحي 

 b 01/0±04/0a 04/0±09/0  (µm2)                 تراكم كيسه ترشحي 

 b 1/0±2/3 a 2/0±8/6  (cm)        طول برگ 

 b 05/0±1/1 a 1/0±1/3  (cm)        عرض برگ 

  cm2(   b 15/0±9/8  a 2/0±7/22 (        سطح برگ 
  b 08/0±0004/0 a 2/0±003/0  (µm2)            تراكم روزنه 

 a 1/0±2/1a 05/0±4/1  (mg/ml)           كاروتنوئيد 
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                               مقايسه طول، عرض و تراكم روزنه
   ،                                            نتايج حاصل از طول و عرض روزنه در اين تحقيـق 

   ها                                  هايي كه افزايش سطح پلوئيدي سلول                با نتايج پژوهش
                                                         با افزايش طول و عـرض روزنـه ارتبـاط داشـتند، منطبـق      

                 هده كردنـد كـه      مشا  )     2008 (          و همكاران   Heping   .   است
    50 / 8                                                      ميانگين طـول روزنـه در گيـاه تتراپلوئيـد زنجبيـل      

  .                 ميكرومتــر بــود    36 / 7                                    ميكرومتــر و در گياهــان ديپلوئيــد 
Omidbaigi   ــد كــه    )     2010 (            و همكــاران                        مشــاهده كردن

                                                     اندازه عرض روزنه در گياهان تتراپلوئيد ريحان به طـور  
                                                اي بيشتر از گياهان ديپلوئيد اسـت، بـه طـوري           منتظره     غير

        برابـر     3                                               كه عرض روزنه در گياهـان تتراپلوئيـد بـيش از    
            هاي گيـاهي                          علت تغيير اندازه اندام  .                    گياهان ديپلوئيد بود

                                           پلوئيـدي، سـازگاري بيشـتر گياهـان بـا                          در اثر القاي پلـي 
                             پلوئيدها ممكـن اسـت قـدرت                 در واقع پلي  .         محيط است

                                                          زنده ماندن بيشتري نسـبت بـه اجـداد ديپلوئيـد خـود در      
                                           مل نامساعد محيطي داشته باشند، زيرا با كاهش          برابر عوا

ــدازه ســلول                                                           ســطح بــرگ و از طــرف ديگــر افــزايش ان
                                                        روزنه، توانايي گياه در حفـظ آب و ايجـاد تعـادل آبـي     

  . (Grant, 1981; Stebbins, 1971)      شــود               بيشــتر مــي
            هـايي كـه                                               همچنين، نتايج اين پژوهش با نتـايج پـژوهش  

                   تـراكم روزنـه در                                        نشان دادند با افزايش سطح پلوئيـدي، 
        در همين   .                يابد، منطبق است                      واحد سطح برگ كاهش مي

              گزارش كردنـد    )     2010 (          و همكاران   Omidbaigi       راستا، 
                                                          كــه وابســتگي بــين تــراكم روزنــه و ســطح پلوئيــدي در 
                                                          ريحــان منفــي اســت و تــراكم روزنــه مشــاهده شــده در  
                                                       گياهان تتراپلوئيد نسبت به گياه ديپلوئيد كمتر است، بـه  

        درصـد     63                                 فراواني روزنه در گياهان ديپلوئيد         طوري كه 
  )     Verna  ) 2004  و   Joshi  .                                 بيشتر از گياهان تتراپلوئيد بـود 

ــزايش ســطح    ــد كــه اف ــز در پژوهشــي گــزارش كردن                                                         ني

                                           هاي تتراپلوئيد لوبيـا بـه علـت افـزايش                       پلوئيدي در نمونه
                 هـا، در نتيجـه                                ها، سبب افزايش اندازه روزنه             اندازه سلول

    هاي             ه با نمونه                   ر واحد سطح در مقايس                 كاهش تعداد آنها د
   .   شود             ديپلوئيد مي

        ارتفاع
           سـين بـر                                              بر اساس نتايج حاصل از اين تحقيـق، كلشـي  

                      بـه طـوري كـه بـا       .                                           ارتفاع گياهـان تيمـار شـده تـأثير دارد    
    دهد                                                افزايش غلظت تيمار، ارتفاع كاهش بيشتري نشان مي

                                                     كه ايـن كـاهش ارتفـاع، يـك روش آسـان در تشـخيص       
      نيـز    )     1385 (         سـحرخيز    .                      ئيد از تتراپلوئيد است            گياهان ديپلو

                                                             در گياه بابونه كبير مشـاهده كـرد كـه بـا افـزايش غلظـت       
                                                        ســين، ميــزان ارتفــاع گياهــان بابونــه كبيــر كــاهش         كلشــي

          پلوئيـدي                                     كاهش ارتفاع ممكن است به علت پلـي    .    يابد    مي
                               پلوئيد منـاطق كوهسـتاني كـه                               شدن باشد، زيرا گياهان پلي

                                       معمول هسـتند، سـازگاري بيشـتري بـا                  تر از گياهان        كوتاه
                 ســين روي گيــاه                       بررســي اثــر كلشــي  .                     محــيط خــود دارنــد

                نشــان داد كــه   Astragalus memberanaceus         دارويــي 
                                                             رشــد آهســته گياهــان تتراپلوئيــد ممكــن اســت بــه علــت  

             سـين باشـد                                         تخريب فيزيولوژيك ايجاد شده توسط كلشي
      شـود                                               كه در نتيجه باعث كاهش سرعت تقسيم سلولي مـي 

(Chen and Gao, 2007).   
         كلروفيل

         محتـواي                                         نتايج حاصل از اين پژوهش كه عدم تغييـر  
                                                            كلروفيــل در گيــاه ليمــوترش را نشــان داد، بــا مطالعــات 

  .            مغاير بـود   )     1389 (                              انجام شده توسط حسني و همكاران 
                پلوئيدي در گياه                                    آنها گزارش كردند كه با افزايش سطح

               روفيل كل نيـز      و كل  b          ، كلروفيل a                    ريحان ميزان كلروفيل 
                    البتـه در پژوهشـي     .       يابـد                     داري افـزايش مـي                 به طور معنـي 

                   انجام شـد، نشـان     Urgenia indica                 ديگر كه روي گياه 
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                                                               داد كـه ميــزان كلروفيــل در گيــاه تتراپلوئيــد و ديپلوئيــد  
              لـذا، چنـين     . (Phulari, 2011)    كند           داري نمي            تغيير معني
      نيـز                                            شود كه نوع گونـه و رقـم مـورد مطالعـه                 استنباط مي

                                                تواند در ميزان كلروفيل در سطوح متفاوت پلوئيـدي      مي
   .(Andersson, 2009)                 تأثير داشته باشد 

            كاروتنوئيد
                                                  نتايج پژوهش حاضر كه عـدم تغييـر كاروتنوئيـد در    
                                                          گياه ليموترش را نشان داد، با نتـايج انجـام شـده توسـط     

Randolph   و  Hand  ) 1940     (     ــزارش ــه گ ــود ك ــاير ب                              مغ
              سـين ميـزان                         ار شـده بـا كلشـي                           كردند گياهـان ذرت تيم ـ 

  .                                                         كاروتنوئيد بيشتري نسبت بـه گياهـان ديپلوئيـد داشـتند    
                                                     البته دما، شدت پرتو و ميـزان آب در دسـترس در طـول    

         گذارنـد                                                      فصل رشد نيز بـر ميـزان كاروتنوئيـد تـأثير مـي     
(Andersson, 2009).   

  
      بندي     جمع

                                        هاي گياهان تتراپلوئيد و ديپلوئيد نشـان              مقايسه برگ
                                            هاي گياهان تتراپلوئيد از نظر انـدازه داراي      رگ        داد كه ب

         مقايسـه    .                                           طول و عرض كمتري نسبت به ديپلوئيـد بودنـد  

                                                              ارتفاع بين گياهـان تتراپلوئيـد و ديپلوئيـد نشـان داد كـه      
                                                          ارتفاع گياهان تتراپلوئيد به طـور معنـي داري نسـبت بـه     

ــود  ــر ب ــد كمت ــه و    .                         ديپلوئي ــاد روزن ــراكم و ابع                                      بررســي ت
                                     حي نيــز نشــان داد كــه در گياهــان                      همچنــين كيســه ترشــ

                                                            تتراپلوئيد در مقايسه بـا ديپلوئيـد تـراكم روزنـه كـاهش      
                  همچنـين، بررسـي     .       يابـد                                   يافته، اما ابعاد روزنه افزايش مي

                           ، كلروفيـل و كاروتنوئيـد   b            ، كلروفيـل  a              ميزان كلروفيل 
               سـين افـزايش                                          كل گياهان ليموترش تيمار شده با كلشـي 

   .          داري نداشت      معني
  

      داني          تشكر و قدر
                                                  از زحمــات ارزشــمند كاركنــان محتــرم پژوهشــكده 
                                                         بيوتكنولوژي شمال، بـه ويـژه آقـاي دكتـر اسـد اسـدي       
                                                آبكنار و آقاي مهندس علي صياد رمضاني و كارشناسان 
                                                           محترم دانشـكده علـوم دانشـگاه گـيلان بـه ويـژه آقـاي        

             هـا مهنـدس                                             مهندس سيد ابوالقاسم ناصر علـوي و خـانم  
                     وي و زهـرا شـايگان                                     فاطمه جمـال اميـدي، مهـوش هـاد    

   .   شود                   تشكر و قدرداني مي
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Abstract 
Citrus fruit has high nutritious, medical and economical values. Seediness is considered as a 
weakness in selecting high quality citrus fruits. Among polyploids, triploids produce seedless 
fruits. In order to produce triploid fruits, there must be a tetraploid plant, therefore, in this 
research; the production of tetraploid plant was highlighted in Citrus ourantifolia using a 
chemical material named colchicine through dropping method. 60 days after treatment by 0.2, 
0.6, 1.0 and 1.4% concentrations of colchicines, the flow cytometric investigation on treatment 
plants were conducted. The morphological and anatomical characteristics of tetraploid plants 
were investigated. Comparison of the leaves of tetraploid with diploid plants indicated that the 
leaves of tetraploid plants in length and width were smaller than the diploid ones. The height of 
tetraploid plants was reduced significantly compared with that of the diploid ones. Comparison 
of the density and the size of stomata and secretory sacs showed that the density of stomata and 
secretory sacs in tetraploid plants decreased but, the size of stomata and secretory sacs 
increased, significantly, compared with the diploid ones. The amounts of chlorophyll a, 
chlorophyll b, total chlorophyll and carotenoids in treatment plants showed no significant 
increase in tetraploid and diploid plants. 

Key words: Citrus ourantifolia, Tetraploidy, Colchicine, Morphological and anatomical 
characteristics 
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