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 پژوهشي تحقيقات گياهان دارويي و معطر ايران-فصلنامة علمي
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 چكيده
 منظور هباصلاح گياهان دارويي عنوان يكي از روشهاي  بهزا،  با استفاده از مواد شيميايي جهشپلوئيدي  پلي القاءامروزه 

براي القاي پلوئيدي در گياه دارويي  اين پژوهش، در .گيرد   مورد استفاده قرار ميهاي ثانويه افزايش قابليت توليد متابوليت
 بهره اي در شرايط درون شيشهشده باززايي هاي انتهايي  جوانهسين روي  يمار كلشياز ت) Melissa officinalis L(.بادرنجبويه 
استفاده   مورد  ساعت48 و 24 زمان در دو ،)وزني به حجمي( %20/0 و 10/0 ،05/0، 00/0هاي   غلظتباسين  كلشي .گرفته شد
 ريشه و فلوسايتومتري هاي نوك نمونه در ها ومهاي زنده مانده از طريق شمارش كروموز  و سطح پلوئيدي در ريزنمونهقرار گرفت

% 100 با ميانگين ماني را زنده درصدهاي شاهد بيشترين   روز پس از اعمال تيمارها، ريزنمونه10 .هاي برگي بررسي شد نمونه
ها در تيمار  مونه بالاترين ميانگين بقاء ريزن،سين كلشي% 20/0 و 10/0، 05/0كه با مقايسه بين سه تيمار   درحالي،نشان دادند

 اين ماده بالاترين ميزان مرگ و مير در اثر كاربرد ؛در مقابل.  گرديدمشاهده% 8/63 ساعت برابر با 24مدت  بهسين  كلشي% 05/0
تجزيه  نتايج حاصل از شمارش كروموزوم و. مشاهده شدساعت  48مدت  به% 20/0انتهايي در غلظت هاي  شاخهروي 

 و همچنين غلظت  ساعت48 و 24مدت  بهسين  كلشي% 05/0 غلظت  باهاي انتهايي شاخهكه تيمار  ندفلوسايتومتري نشان داد
% 05/0 تيمار در مجموع. ندبوداين گياه در و توليد ميكسوپلوئيد پلوئيدي  پليدر القاء  مؤثرتيمارهاي ،  ساعت24پس از % 10/0

 دي دريبراي القاي پلوئگرفته شده ، مناسبترين تيمار بكارپلوئيد توليد گياهان پلي% 3/33 بازدهي ساعت با 48مدت  بهسين  كلشي
 .اين گياه بود

 
 ،ميكسوپلوئيدسين،   كلشي تغيير سطح پلوئيدي،،اي كشت درون شيشه، )Melissa officinalis L (.نجبويهرباد : كليديهاي واژه

  .فلوسايتومتري

 
 مقدمه

از  .Melissa officinalis L با نام علميبادرنجبويه 
گياهان ترين   پرمصرفجمله ازLamiaceaeخانواده 

علت داشتن  استفاده در سراسر دنياست كه به مورد دارويي

مختلف  در صنايع  دارويي با ارزشياه  تركيباسانس و
اين گياه  .)Sari & Ceylan, 2002( داردكاربرد فراواني 

هاي جنوبي  بومي جنوب اروپا، آسياي صغير و بخش
هاي بادرنجبويه در تمام  جمعيت. ي استآمريكاي شمال
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284 …دارويي گياه پلوئيدي در اي پلي درون شيشهالقاء 

تركيه و شمال اي شامل مناطق ساحلي  كشورهاي مديترانه
براي اين . )Adinee et al., 2008( دارندپراكندگي ايران 

 Altissimaو  Officinalis ،Inodoraگياه سه زيرگونه 
هاي اين جنس، فقط  از بين زيرگونه. است معرفي شده

اي   ارزش اقتصادي بوده و رايحهرايزيرگونه افيسيناليس دا
 ,Sari & Ceylan( كند ي تازه از خود متصاعد ميشبيه ليمو

اسانس  ).Bahtyarca Bagdat & Cosge, 2006؛ 2002
 ميكروبي، ضد  ضدياهبرگ اين گياه داراي اثرموجود در 

كنندگي است و در درمان  ويروسي و هضم يي، ضدايباكتر
هاي مربوط به  نظمي ي و بيهاي عصب اختلالات و ناراحتي

 گيرد  سطح وسيعي مورد استفاده قرار ميمعده و روده در
)Fialova et al., 2008(. 

كار گياهان دارويي به هزاران   كشت وباتوجه به اينكه
 آنهامورد اصلاح  گردد، اما تاكنون در مي سال پيش باز

حال  در. نگرفته استصورت اي  پيشرفت قابل ملاحظه
اصلاح گياهان از طريق بدست آمده ارقام د تعدا حاضر

 گياهان ).1386بيگي، اميد( است دارويي بسيار كم و ناچيز
هاي گياهي كشت  گروه مقايسه با ساير در معطر دارويي و

 ،برخوردار هستند بسيار كمي  كار كشت وسطحاز شده 
  تعداد زيادي ازاز گياهان دربرگيرندهكه اين گروه  درحالي
 مختلفي زيستي هاي ويژگيبل استفاده با هاي قا گونه

مهمترين جمله  ازي گياهنژادي به ).Pank, 2006 (هستند
 كه است جهت بهبود گياهان دارويي و معطر در روشها

هاي مختلف  جهت سازگاري ژنوتيپ در فرصتي را
چرخه  كنندگان در  احتياجات خاص مصرفرفع منظور هب

 با كيفيت بالا، يتتوليد محصولا در توليد ايجاد نموده و
 برداري از بهره .اي دارد نقش عمده  و پايداركاربردقابل 

مراحل اوليه   ژنتيكي گياهان دارويي هنوز درتوانمندي
كارهاي اصلاحي، استفاده  در طوري كه  به.دارد خود قرار

هاي كنترل  العمل عكس در تغيير تغييرپذيري ژنتيكي و از
مسيرهاي بالاتر  به سمت ،شده ژنتيكي يك ژنوتيپ

بهبود ميانگين عملكرد و پايداري اكولوژيكي قابل  منظور هب
 ).Pank, 2006( ستانجام ا

آميزي در  صورت موفقيت پلوئيدي به دستكاري پلي
منظور تسهيل توليد  ه بان گياهنژادي بههاي  برنامه
هاي گياهي استفاده  هاي برتر در بسياري از گونه واريته

  نسبت به انواع ديپلوئيدپلوئيد ي گياهان پل.شده است
 از محدوده ودهند  نشان ميرا اغلب فنوتيپ جديدي 

افزايش  نظير هايي ويژگيصفات اجداد ديپلوئيد خود در 
خشكي، آپوميكسي، مقاومت در برابر حشرات،  مقاومت به

 ياه افزايش بيوماس و تغيير در كيفيت و غلظت تركيب
شانس  ،اين عمله  و در نتيجفراتر رفتهفعال گياهي 

 Shahriari( يابد  افزايش ميدر كشاورزيآنها انتخاب 

Ahmadi et al., 2008(. 
در مطالعـات جهـت      ماده شيميايي بكار رفته      ترينمؤثر
 يـك آلكالوئيـد      كـه  سـين اسـت    پلوئيـدي كلـشي    القاء پلي 

 Colchicum بــذر و پــداژه گيــاه  اســتخراج شــده از  

autumnale ايـن مـاده كلميـد       معادل سنتز شـده    .باشد  مي  
)colemid ( شـود  ناميده مـي) Shahriari Ahmadi et al., 

عنوان يك بازدارنده طبيعي ميتـوز، از    سين به  كلشي ).2008
طريق ايجاد حالت بازدارندگي در تشكيل فيبرهاي دوكـي         

 و  هـا  و در نتيجه ممانعـت از مهـاجرت قطبـي كرومـوزوم           
 كروموزوم دو   ايجاد سلولي با تعداد   منجر به   تقسيم سلولي   
 Shahriari Ahmadi ؛Pickens, 2004( گردد برابر شده مي

et al., 2008(.  منظـور دو برابـر    بـه سـين   كلشياستفاده از
دودي از گياهان دارويي عها در تعداد م كردن تعداد كروموزوم

ــه   ــد بابون ــحرخيز، (مانن  .Artemisia annua L، )1386س
)Jesus, 2003 ( وAstragalus memberanaceus  
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285 3، شماره 26فصلنامه تحقيقات گياهان دارويي و معطر ايران، جلد 

)Chen & Gao, 2007 (در  .گـــزارش شـــده اســـت
مورد سين   هاي كلشي   مختلف محدوده غلظت   هاي  آزمايش
 %5/0 تـا    01/0  القاء پلوئيدي بـين مقـادير      ورظمن به استفاده

  .گزارش شده است
پلوئيد در مقايـسه بـا انـواع          گياهان پلي به طور معمول    

د دهنــ  نــشان مــيبــالاتري راديپلوئيــد عملكــرد محــصول 
)Shahriari Ahmadi et al., 2008 .(كـه بـرگ،    يياز آنجا

مـورد اسـتفاده در     هـاي    ساقه و ريـشه از مهمتـرين انـدام        
ــي   ــسوب م ــي مح ــان داروي ــوند گياه ــابراين  ،ش ــاء بن الق

 مهم  ياه  باعث افزايش توليد تركيب   پلوئيدي مصنوعي    پلي
در مقايسه بـا    ها   مادارويي و همچنين افزايش اندازه اين اند      

 . گردد ميگونه مورد نظر اع ديپلوئيد انو
ترين تركيب فعاليـست كـه در مطالعـات          اسانس عمده 

بـا  . گيرد انجام شده روي بادرنجبويه مورد ارزيابي قرار مي       
 محتـوي كـل ايـن تركيـب در داروهـاي گيـاهي              حالاين  

در مقايسه بـا سـاير گياهـان تيـره           گياهبدست آمده از اين     
 .)حجمي به وزنـي   % 2/0-05/0 (ين است ي پا نسبتاًنعناعيان  

شـبيه   اي رايحـه توليد از بين صفات موجود در بادرنجبويه      
عنوان مهمترين معيار جهـت ارزيـابي تجـاري ايـن            ليمو به 

 شـيميايي   ياه  مهمترين تركيب  .شود نظر گرفته مي  گياه در   
ژرانيـال و    (B و   Aموجود در اسانس بادرنجبويه سـيترال       

مطالعــات .  هــستندريوفيلينكــا-، ســيترونلال و بتــا)نــرال
هاي أمتعددي روي كل محتـوي اسـانس گياهـان بـا منـش            

ــ مختلــف و تركيــب ــا ياه يــك . ه اســتانجــام شــد آنه
توانـد   ذكر شده مي   عامل دو   هرپذيري قابل توجه در     تغيير

 بر كيفيـت    مؤثر فاكتورهاي بيروني و دروني      ثيرأتبه اندازه   
 ازجملـه  .)Toth et al., 2003 ( مـورد انتظـار باشـد   دارو

توان به    روي عملكرد اسانس اين گياه مي      گذارثيرأعوامل ت 
همبستگي صفات طول برگ، عـرض بـرگ، وزن خـشك           

برگ، وزن خشك ساقه، عملكرد سرشاخه گلـدار و بـازده           
 با توجـه بـه بررسـيهاي        ،بر اين اساس  . اسانس اشاره نمود  

هـاي   ه مـشخص گرديـد كـه عملكـرد سرشـاخه     انجام شد 
 ،ن اثر مستقيم را بر عملكـرد اسـانس دارنـد          دار بيشتري   گل
كــه طــول و عــرض بــرگ و وزن خــشك ســاقه  حــاليدر

 طالع(دادند  كمترين اثر مستقيم را بر عملكرد اسانس نشان         
  ).1387، و همكاران

منظور بررسـي    هبنيز  اي مختلفي    مطالعات درون شيشه  
 Tavares(زديادي هاي رشد مختلف بر ريزا كننده اثر تنظيم

et al., 1996( ،هـاي ثانويـه    تغيير متابوليت)Da Silva et 

al., 2005 (كارهــاي منظــور انجــام  هو توليــد كــالوس بــ
بـا  .  اسـت انجام شـده در اين گياه ) 1381آدينه، (اصلاحي  

 دارويي بادرنجبويـه و     توجه به اهميت و نقش اسانس گياه      
با توجه به ايـن موضـوع كـه تـاكنون گزارشـي در مـورد                

پلوئيـدي بـا اسـتفاده از      سين و القـاء پلـي      لشياستفاده از ك  
اي در اين گياه ارائـه نگرديـده اسـت،           تكنيك درون شيشه  

 القاء پلوئيدي منجـر بـه ايجـاد تغييراتـي در            رود  انتظار مي 
 .صفات مورفولوژيك و عملكرد اسـانس ايـن گيـاه گـردد           

بررسـي امكـان توليـد گيـاه      با هدف   اين پژوهش    ،بنابراين
اي با اسـتفاده      درون شيشه  در شرايط رنجبويه  پلوئيد باد  پلي

 .انجام گرديدسين  از كلشي

 
 روشهامواد و 

 اي درون شيشهكشت  و مواد گياهيتهيه 
 در آزمايـشگاه  1388 و 1387سـالهاي   اين پژوهش در    

مركز تحقيقـات كـشاورزي و منـابع طبيعـي          كشت بافت،   
  گيـاه دارويـي  هـاي  ريزنمونـه  .به اجرا درآمد  استان همدان   

هاي رشد يافته    گياهچه از    جهت انجام آزمايش   بادرنجبويه
  . تهيه گرديدنداي اين گياه در شرايط درون شيشه
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286 …دارويي گياه پلوئيدي در اي پلي درون شيشهالقاء 

 جهـت   مـورد نظـر   گياهچه  منظور دستيابي به تعداد      هب
 در محيط كشت    ي اوليه اين گياه   ها ، ريزنمونه القاء پلوئيدي 

MS  در ليتـر    گرم   8 هبه همرا   گياهي كننده رشد  فاقد تنظيم
هـاي    نمونـه  .واكشت شدند  گرم ساكارز در ليتر      30ر و   آگا

 .  هفته در اين محيط استقرار يافتند4مدت  كشت شده به

 
  اي  در شرايط درون شيشهپلوئيدي القاء پليمرحله 

ايـن  هاي رشـد يافتـه       سرشاخهجهت القاء پلوئيدي از     
 دو بـرگ انتهـايي       بـا   همراه اي شرايط درون شيشه  در  گياه  

هـاي انتهـايي بـا       منظور جوانه   بدين .)1شكل   (استفاده شد 
 حاوي  MS در محيط كشت  متر    سانتي يكطول يكنواخت   

 %20/0  و10/0، 05/0، 0سـين   هاي مختلف كلـشي  غلظت
 پس از گذشت زمان مورد      . كشت شدند  )وزني به حجمي  (

هـا بـا آب مقطـر        ، گياهچـه  ) سـاعت  48 و   24(نظر تيمـار    
پس از   و   ند داده شد   دقيقه شستشو  3 تا   2مدت   استريل به 

 ه شدواكشت محيط كشت فاقد هورمون جهت رشد    در آن
 و دوره نـوري     گراد سانتي درجه   24±2 دمايي    در شرايط  و

 در اتاقـك كـشت       ساعت تاريكي  8 ساعت روشنايي و     16
صورت فاكتوريل در قالب   اين آزمايش به   .نگهداري شدند 

فت بررسي ص ـ  . تصادفي با سه تكرار انجام شد       كاملاً حطر
سـين،   ها پس از تيمار بـا كلـشي        ماني ريزنمونه   زنده درصد
 MS روز از واكـشت در محـيط كـشت           10 از گذشت    بعد

 درصـد ي مربـوط بـه      هـا  تجزيـه واريـانس داده     .شدانجام  
.  انجـام شـد    SASافـزار     توسـط نـرم    ها  ماني ريزنمونه   زنده

 مـورد   %5 نيز با آزمون دانكن در سطح احتمـال          ها  ميانگين
 .رار گرفتندمقايسه ق

 
  تعيين سطح پلوئيدي

سين پس از     كلشي توسط ماده هاي تيمار شده     ريزنمونه
، جهت تخمين و     و رشد مناسب   هاي متوالي  انجام واكشت 

 ـ    شـمارش كرومـوزوم و      روشه دو   تعيين سطح پلوئيدي ب
بـراي شـمارش     . مورد ارزيابي قرار گرفتنـد     فلوسايتومتري

تفاده شد و شمارش    اس هاي نوك ريشه   كروموزوم از نمونه  
) 1384خـانيكي،    بخشي(روش استواورسين    كروموزوم به 

هاي نوك ريـشه      ابتدا نمونه . ديدگراندكي تغيير يافته انجام     
  بـه  %05/0سـين    تيمـار كلـشي    متر در پـيش     ميلي 2ول  ط به

 در  ها   نمونه پس از تثبيت  . شدند  ساعت تيمار  4 تا   2مدت  
لريـدريك  ك اسـيد سيله و ها به هيدروليز نمونهلول فارمر،  مح
  و شـد مدت يك سـاعت انجـام         نرمال در دماي اتاق به     1

.  اســتفاده گرديــد%1استواورســين آميــزي از   رنــگبــراي
هاي تهيـه شـده زيـر ميكروسـكوپ قـرار             درنهايت نمونه 

 . شدگرفته و شمارش كروموزوم انجام 
، بـرگ تـازه گياهـان شـاهد و          فلوسايتومتريمنظور   هب

در شـرايط   سـين     با كلشي   تيمار شده  هاي گياهچه همچنين
 مـورد اسـتفاده قـرار       كـافي رشـد    پـس از     اي درون شيشه 

هـاي   هـاي برگـي از بخـش       در اين روش از نمونه    . گرفت
.  اسـتفاده گرديـد    مربـع متـر     سـانتي  يـك  در ابعـاد     انتهايي
قـرار داده   هـاي مجـزا      ديش ها درون پتري   برگمنظور   بدين
 6-4آميـزي    محلول رنگ  ازليتر  و ميكر 300 ها و به آن   شدند

 و گرديـد اضـافه    DAIP(1(ل  و فنيـل اينـد    -2دي آميدينو   
پل لتوسـط تيغـه اسـكا     همراه با محلول مورد نظر      ها   نمونه
از  ميكروليتـر    200  مجـدداً  در مرحله بعد  .  ريز شدند  كاملاً

 5 تـا    4مـدت    ا اضـافه و بـه     ه ـ آميزي به نمونه   محلول رنگ 
 پس از گذشت زمان     .محلول نگهداري شدند  اين  دقيقه در   

مخـصوص   قيـف  تهيه شـده توسـط       هاي مورد نظر، نمونه  
 يفلوسـايتومتر  دسـتگاه    ليتـري  ميكرو 30هاي   بدرون تيو 
 در  هـاي حـاوي محلـول تهيـه شـده          ب تيو  و ندريخته شد 

 سـاخت كـشور   ،Partec PA ( فلوسـايتومتر داخل دستگاه

                                                 
1. 1-4-6-Diamidino-2-Phenylindole (DAIP) 
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 هـاي   م  هيستوگراپس از اين مرحله     . ندقرار داده شد   )آلمان
 جهـت   تيمار شده  شاهد و هاي   ست آمده از آناليز نمونه    بد

مورد ارزيابي قرار   و تغيير سطح پلوئيدي      ميزان ژنوم    تعيين
  .گرفتند
 
 نتايج
 ها پس از اعمال تيمار ماني ريزنمونه زنده

مـاني    زنده درصدسين بر    هاي مختلف كلشي   اثر غلظت 
هـاي   بـين غلظـت  . بـود دار   معنـي  %1ها در سطح     ريزنمونه

ســين در   حجمــي بــه وزنــي كلــشي%20/0 و 10/0، 05/0
داري در زنـده     تفـاوت معنـي   عدم استفاده از آن     مقايسه با   

ــه ــدن ريزنمون ــا  مان ــشترين درصــد داشــتوجــود ه  و بي
مـشاهده  %) 6/98(هـا در تيمـار شـاهد          ماني گياهچـه    زنده

ــد ــدول  (گردي ــين .)1ج ــت  همچن ــين غلظ ــا %05/0 ب  ب
 تفـاوت   هـا   ماني نمونـه    هزند در   %20/0 و   10/0هاي   غلظت
هـا   بيشترين درصد بقاء ريزنمونه   كه   طوري هب ،بوددار   معني

بــا  %05/0در غلظــت ســين  پــس از اعمــال تيمــار كلــشي
و كمتـرين   مشاهده گرديـد    ماني    زنده %40  بيش از  ميانگين

برابـر بـا    سـين    كلـشي  %20/0با مصرف   ماني    زندهميانگين  
 %20/0 و 10/0بـين دو غلظـت   ر چنـد   ه ـ . ديده شد  1/4%

داري مـشاهده    تلاف معنـي  اخ ـ ايـن صـفت   در  سين    كلشي
 ـ .)1جدول   (گرديدن كلـي افـزايش غلظـت مـورد         طـور  ه ب

ماني   سين سبب كاهش محسوس درصد زنده       استفاده كلشي 
 .ها گرديد گياهچه
 مــاني زنــده بــر درصــد ســين  كلــشيزمــان تيمــاراثــر 
 24زمـان تيمـار     . دار شـد    معنـي  %1ها در سـطح      ريزنمونه

 ميـزان   بـر داري    معنيثير  أ ساعت ت  48 باساعت در مقايسه    
 24تيمار زماني    اين ميزان در     .داشتها   ماني ريزنمونه  زنده

 كاهش يافت % 5/30  به  ساعت 48و پس از    % 3/51ساعت  
 .)1جدول (

زمان تيمار بـا ايـن      سين و    اثر متقابل غلظت ماده كلشي    
ــاده ــطح  م ــي%5در س ــوددار   معن ــزايش غلظــت  .ب ــا اف  ب

طــور  ســين و طــولاني كــردن مــدت تيمــار آن بــه كلــشي
. هـا كـاهش يافــت   مــاني گياهچـه  مشخـصي درصـد زنـده   

هـر دو   در  تيمـار شـاهد     در  هـا     گياهچهماني   بيشترين زنده 
در بـين   طـوري كـه       به .مشاهده شد  ساعت   48 و   24زمان  
 بـالاترين درصـد بقـاء     سين،    هاي تيمار شده با كلشي      نمونه

 با ميـانگين     ساعت 24مدت   به% 05/0 ها در تيمار   ريزنمونه
 ماني در تيمار   زندهدرصد   و كمترين    مشاهده گرديد % 8/63

 %7/2 مـاني    بـا زنـده     ساعت 48مدت   به% 20/0سين    كلشي
سـين    داري با تيمارهـاي كلـشي       اختلاف معني   كه ديده شد 

  سـاعت و   48مـدت     بـه % 10/0 ساعت،   24مدت    به% 20/0
  .)1جدول (د نشان ندا ساعت 48مدت  به% 05/0

سـين، جوانـه دو       هاي بكار رفته كلـشي      در تمام غلظت  
شدن كامل ريزنمونه تيمار شـده       برگي اوليه پس از خشك    

هـاي   گياهچـه . خير در رشد اوليه بـاززايي شـد    أو پس از ت   
اهر بدست آمده در ابتداي رشد داراي دو برگ اوليه بـا ظ ـ           

ي كـه پـس از بـاززاي    حـالي غيرعادي و نامناسب بودند، در   
هاي بعدي از رشد و نمو عادي و معمولي           ها برگ   ريزنمونه

 ).2شكل  (شدندهمانند گياهان شاهد برخوردار 

 
 ارزيابي تغييرات پلوئيدي

هـاي نـوك ريـشه در        نتايج شمارش كروموزوم نمونـه    
را در ايـن    ) 32x=2( كرومـوزوم    32گياهان شـاهد تعـداد      

  آنهاسـت دهنده ديپلوئيـد بـودن   ها نشان داد كه نشان   سلول
 همچنين با بررسي تعداد كروموزوم در تعدادي       . )3شكل  (
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هـا      سين، تعدادي از سلول     هاي تيمار شده با كلشي      از نمونه 
هـا داراي      عدد كرومـوزوم و تعـدادي از سـلول         32داراي  

 . بودند) 64x=2(تعداد دو برابر شده كروموزوم 
 از دســـتگاه بدســـت آمـــدههـــاي  براســـاس پيـــك

ــايتومتري،  ــلولفلوس ــاهد،   در س ــان ش ــي گياه ــاي برگ ه
 گرديـد هايي با سطح كروموزومي ديپلوئيد مـشاهده         سلول

ــماره  ،)4شــكل ( ــك ش ــن شــكل پي ــه 2 در اي ــوط ب  مرب
گياهـان تيمـار   كـه در   حاليدر. باشد هاي ديپلوئيد مي  سلول
 فلوسـايتومتري هاي حاصل از     پيكسين   توسط كلشي شده  

متفـاوت  وزومي  هايي با دو سطح كروم     بيانگر وجود سلول  
. )5شـكل    (هاي ديپلوئيد و تتراپلوئيد بودنـد      شامل، سلول 

از مختلـف  دو سـطح كرومـوزومي   داشـتن  ها با  اين سلول 
ــسته ــه   ه ــد، ب ــد و تتراپلوئي ــاي ديپلوئي ــان   ه ــوان گياه عن

 در 2پيــك شــماره  .ميكــسوپلوئيد در نظــر گرفتــه شــدند

  3هاي ديپلوئيد و پيـك شـماره          دهنده سلول    نشان 5شكل  

 بـا آنـاليز      در اين گياهان   .هاي تتراپلوئيد است    بيانگر سلول 
 تتراپلوئيـد سـطح پلوئيـدي     هايي بـا      سلول فلوسايتومتري،

 .مشاهده نگرديدخالص 

هـــاي بدســـت آمـــده از دســـتگاه   براســـاس پيـــك
فلوسايتومتري، تيمارهاي استفاده شده در غلظـت بـيش از          

ــشي% 10/0 ــه كل ــين ب ــدت  س ــاء  48م  ســاعت جهــت الق
كـه در تيمارهـاي        طـوري   بـه . لوئيدي مناسب نبودنـد   پ  پلي
ــاعت48 (10/0% ــين   كلـــشي%20/0و )  سـ  48 و 24(سـ

ثير قـرار نگرفتـه بودنـد و        أهـا تحـت ت ـ      ريزنمونه) ساعت
بيـشترين  . ها در سطح ديپلوئيـد اوليـه قـرار داشـتند            سلول

سـين     كلشي %05/0 توليد ميكسوپلوئيدي در تيمار      بازدهي
همچنـين در   . مشاهده گرديـد  %) 3/33( ساعت   48مدت    به

تعـدادي  )  ساعت 24(سين     كلشي %10/0 و   05/0دو تيمار   
 .گياه ميكسوپلوئيد توليد شد

 

 
 

 اي تيمار شاهد هاي رشديافته در شرايط درون شيشه  گياهچه-1شكل 
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 اه بادرنجبويهپلوئيد در گي زمان تيمار بر توليد گياهان پليمدت سين و  هاي مختلف كلشي  اثر غلظت-1 جدول

 )%5دار  در سطح معني(
 (%)تعداد گياهان با سطح پلوئيدي 

تعداد گياهچه  تيمار
 تيمار شده

 ميانگين
 ميكسوپلوئيد )x2( ديپلوئيد (%)ماني  زنده

)x2+x4( 
 تتراپلوئيد

)x4( 
      (%)سين  شيلغلظت ك

00/0 72 a6/98 )0/100( 71 )0/0( 0 )0/0( 0 
05/0 72 b2/40 )7/85( 24 )3/14( 4 )0/0( 0 
10/0 72 c8/20 )7/86( 13 )3/13( 2 )0/0( 0 
20/0 72 c1/4 )0/100( 3 )0/0( 0 )0/0( 0 

      زمان تيمار
 a 3/51 )5/94( 69 )5/5( 4 )0/0( 0 144  ساعت24
 b5/30 )5/95( 42 )5/4( 2 )0/0( 0 144  ساعت48
    زمان× سين  كلشيغلظت ثر متقابل ا

 a0/100 )0/100( 36 )0/0( 0 )0/0( 0 36  ساعت24 و 00/0%
 a2/97 )0/100( 35 )0/0( 0 )0/0( 0 36  ساعت48و % 00/0
 b8/63 )9/90( 20 )1/9( 2 )0/0( 0 36  ساعت24و % 05/0
 cd6/16 )7/66( 4 )3/33( 2 )0/0( 0 36  ساعت48و % 05/0
 c1/36 )6/84( 11 )4/15( 2 )0/0( 0 36  ساعت24و % 10/0
 d5/5 )0/100( 2 )0/0( 0 )0/0( 0 36  ساعت48و % 10/0
 d5/5 )0/100( 2 )0/0( 0 )0/0( 0 36  ساعت24و % 20/0
 d7/2 )0/100( 1 )0/0( 0 )0/0( 0 36  ساعت48و % 20/0

 .باشد دار مي معني عدم تفاوت معني  هحروف مشابه ب

 

 
 

اي پس   درون شيشه گياهچه ميكسوپلوئيد باززايي شده در شرايط-2شكل 
  ساعت24مدت  سين به كلشي% 05/0از تيمار 
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 الف

 
 ب

 هاي نوك ريشه   كروموزوم شمارش شده از نمونه-3شكل 
  كروموزوم64گياه ميكسوپلوئيد با سلول داراي ) ب( كروموزوم و 32گياه ديپلوئيد با تعداد ) الف(

 

 

شده
ش 

مار
ل ش

سلو
داد 

تع
 

 DNAمحتوي 

 ) x2(هاي ديپلوئيد  اي استخراج شده از برگ گياهچه  هستهDNAتوگرام محتوي  هيس-4شكل 
 .هاي ديپلوئيد است دهنده سلول  نشان2پيك شماره 

 

 

شده
ش 

مار
ل ش

سلو
داد 

تع
 

 DNAمحتوي 
 

 ) x4+x2(هاي ميكسوپلوئيد  اي استخراج شده از برگ گياهچه  هستهDNA هيستوگرام محتوي -5شكل 
هايي با سطح  دهنده وجود سلول  نشان3ا سطح پلوئيدي ديپلوئيد و پيك شماره بهايي  دهنده وجود سلول ن نشا2پيك شماره 

 .پلوئيدي تتراپلوئيد است
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 بحث
 سين  كلشيباشده  تيمارهاي گياهچهماني و رشد  زنده

مــاني  و زنــده نمــو  وروي رشــدبــر ســين  اثــر كلــشي
 مورد  هاارتيماعمال  از   روز   10ها پس از گذشت      ريزنمونه

سين يك مـاده شـيميايي بـسيار      كلشي. ارزيابي قرار گرفت  
سازي بـا     مواجه بالا و مدت طولاني   مي است كه غلظت     س

ــد    ــر و ممانعــت از رش ــرگ و مي ــالاي م ــا درصــد ب آن ب
ــه ــا  ريزنمون ــت ه ــراه اس ــشت ).Pickens, 2004 (هم ر بي
  درحـالي  ،بودندسين زنده    ها در تيمار فاقد كلشي     ريزنمونه

مـرگ و ميـر     درصد بـالايي از      سين كلشيتيمارهاي  كه در   
 ـ ،مشاهده گرديـد  ها    ريزنمونه كـه ايـن ميـزان در        طـوري  ه ب

 ـبـه   سـين     كلشي %20/0تيمارهاي   در  .رسـيد  %95ش از   يب
ســين و بقــاء   رابطــه معكــوس بــين غلظــت كلــشيواقــع

 بـا سـاير     د كـه  مورد انتظار بـو   در اين آزمايش    ها   ريزنمونه
ــي ــده    بررس ــام ش ــاي انج ــان مختلــف  ره  دروي گياه

ــاهاي  شــــرايط طبيعــــي و درون شيــــشه  ماننــــد گيــ
 

Astragalus memberanaceus شـــــتمطابقـــــت دا 
)Chen & Gao, 2007.(   هـاي ارائـه    در گـزارش همچنـين

، مشاهده شـد كـه بـا        )2005 ( و همكاران  Guشده توسط   
سـين در گياهـان تيمـار شـده          افزايش غلظت مـاده كلـشي     

  درصد مرگ و ميـر افـزايش  )Zizyphus jujuba (جوجوبا
 48 مـدت   بهاين ماده   % 30/0 در غلظت    كه طوري  به. يافت

 .همه گياهان تيمار شده از بين رفتندساعت و بيشتر، 
خير در رشد أسين ت اولين اثر قابل مشاهده كلشي

ها در  آغاز رشد جوانه. هاي تيمار شده بود ريزنمونه
اتفاق افتاد،  روز 5 تا 4گذشت هاي شاهد پس از  ريزنمونه

سين  هاي تيمار شده توسط كلشي كه در ريزنمونه حاليدر
 روز از واكشت 15 تا 10رشد اوليه پس از گذشت 

 در مطالعات انجام شده روي چند اثراين . مشاهده گرديد
 Astragalus memberanaceusگياه دارويي ازجمله 

)Chen & Gao, 2007 (دانه و بنگ) Hyoscyamus 

muticus() Shahriari Ahmadi et al., 2008 ( نيز گزارش
پس از گذشت يك ماه از رشد، تمام . شده است

طور مشخصي  هسين ب هاي تيمار شده توسط كلشي گياهچه
هاي كوتاهتر و تعداد گره كمتري در هر  داراي شاخه

اين نتايج .  بودندشاهدهاي  گياهچه در مقايسه با گياهچه
 القنسول روي گياه بنت ،)Pickens )2004 هاي هبا مشاهد

)Euphorbia pulchurrima(شت مطابقت دا. 
Chenو  Gao) 2007(،سين روي   با بررسي اثر كلشي

اين نتيجه  به Astragalus memberanaceus گياه دارويي
دليل تخريب  رشد آهسته ممكن است بهرسيدند كه 

باشد كه در اين ماده وسيله ه فيزيولوژيكي ايجاد شده ب
هر دو . گردد ت تقسيم سلولي ميعث كاهش سرنتيجه باع
سين با   بدون تيمار و تيمار شده با كلشيهاي ريزنمونه
نظر  هب .وي رشد كردند مساطور تقريباً ه بعدي بهاي واكشت

خير اوليه در رشد أيك ت سين منجر به  كلشيرسد مي
 صورت هبها  شود و پس از اين مرحله، رشد ريزنمونه مي

بدين  .اهان شاهد ادامه خواهد يافتعادي و همانند گي
 )Gao )2007 و Chenنتايج اين تحقيق با نتايج ترتيب 
 . اني داشتوهمخ

 
هاي تيمار شده توسط  گياهچهارزيابي سطح پلوئيدي در 

 سين كلشي
  كروموزوم32گياهان ديپلوئيد بادرنجبويه داراي تعداد 

)32=n2( اين نتايج با نتايج بدست آمده از  بودند كه
هاي بادرنجبويه ايران كه در آن  شمارش كروموزوم توده

 عدد گزارش شده است 32تعداد كروموزوم اين گياه 
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با دو سطح  هايي  وجود سلول).1386طالع، (مطابقت دارد 
 ناهمساني دهنده نوعي بافت پلوئيدي در كنار هم نشان

اي  عنوان گياهان بافت ناهمسان هسته  اين گياهان به. است
شمارش به نحوي كه  .در نظر گرفته شدند) لوئيدميكسوپ(

هاي قسمت انتهايي ريشه در اين گياه،  كروموزوم سلول
نتايج بدست آمده از تعيين سطح پلوئيدي گياهان 

 .ييد نمودأميكسوپلوئيد از طريق فلوسايتومتري را ت
 دو منطقه مشخص و مجزا ازمريستم انتهايي شاخه 

يه خارجي يا محيطي ناحناحيه اول . تشكيل شده است
منظور ايجاد  هاي جديد به كه باعث توليد سلولاست 

شود و ديگري منطقه مركزي  ها مي پريموردياي اندام
هاي تقسيم شونده ساقه  مريستم است كه شامل سلول

اين . باشد ها مي هاي انتهايي شاخه  توليد قسمتجهت
از . اند هاي بافتي متعددي تشكيل شده مناطق از لايه

هاي انتهايي  كه منطقه مركزي مسئول توليد سلول ييجاآن
 در اين ها كروموزوم دو برابر كردن بنابراينساقه است، 

پلوئيد انتهايي در منطقه تيمار  ناحيه باعث ايجاد بافت پلي
پلوئيد خالص در  رسد گياهان پلي نظر مي هب. گردد شده مي

 شده هاي تيمار نتيجه دو برابر شدن موفق و مناسب سلول
 در كه آيند بوجود ميهاي بافتي منطقه مركزي  در تمام لايه

هاي تتراپلوئيد همگن توليد  نهايت گياهاني با سلول
 .)Jones et al., 2008 (شود مي

هاي گياهي از تعداد زيادي سلول  كه مريستم يياز آنجا
 هاي بافتاند، بنابراين احتمال دستيابي به  تشكيل شده

 حاوي بافت اي ناهمسان هستهبافت (ميكسوپلوئيد 
سين وجود  پس از تيمار با كلشي) ديپلوئيد و تتراپلوئيد

ي فقط روي مؤثرطور  هدليل اينكه اين ماده ب به. دارد
 بنابراين ،گذارد تقسيم اثر ميدر حال هاي  سلول
هاي  طور يكسان در تمام سلول  بهپلوئيدي عموماً پلي

بافت باعث ظهور افتد، در نتيجه  ريزنمونه اتفاق نمي
 Shahriari Ahmadi (گردد  ميي و ميكسوپلوئيدناهمساني

et al., 2008 .(ها با  اي از سلول گياهان ميكسوپلوئيد توده
هاي بافتي  وئيدي مختلف در بين يا داخل لايهسطوح پل

در ها   ناقص كروموزومنتيجه دو برابر شدندر هستند كه 
در ). Jones et al., 2008 (شوند ايجاد ميها  برخي سلول

 x4=n2هاي  رسد سلول نظر مي هگياهان ميكسوپلوئيد ب
سين توسط   در اثر جذب كلشي بوده و احتمالاًغالب
 ,.Tambong et al(اند  هاي مختلف بوجود آمده سلول

و همكاران  Tambong نتايج اين تحقيق با نتايج ).1998
  كه با اعمال ماده)2000( و همكاران Silva  و)1998(

اي علاوه بر گياهان  سين در شرايط درون شيشه كلشي
تتراپلوئيد موفق به توليد گياهان ميكسوپلوئيد شدند 

 Silvaهاي ارائه شده توسط  در گزارش. همخواني داشت
 و 10/0، 05/0هاي  ه از غلظت، استفاد)2000(و همكاران 

 Cattleya  روز در گياه4مدت  سين به  كلشي20/0%

intermedia LINDL.ا سطح  منجر به توليد گياهاني ب
عدم توليد گياهان از اين رو  .پلوئيدي ميكسوپلوئيد گرديد
 Ascough توسط Watsoniaتتراپلوئيد خالص در گياه 

در اين بررسي با . يز گزارش شده استن) 2008(
 125، 50، 25(سين  بكارگيري چهار غلظت مختلف كلشي

 ساعت، هيچ 72و  48، 24و سه زمان )  ميكرومولار250و 
 Echinaceaeدر گياه . گياه تتراپلوئيدي توليد نگرديد

purpurea L. 1000 تا 100هاي  كارگيري غلظتب نيز 
مدت يك تا پنج روز در  سين به گرم در ليتر كلشي ميلي

اي منجر به توليد گياهان ميكسوپلوئيد  شرايط درون شيشه
 دبدون دستيابي به گياهان تتراپلوئيد خالص گردي

)Nilanthi et al. 2009(. 
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با چنين بيان كرد كه توان  مي گيري كلي عنوان نتيجه به
ها در  نهتوجه به درصد بالاي ميزان مرگ و مير ريزنمو

سين  سين، بهترين تيمار كلشي هاي بالاي كلشي غلظت
 در گياه تغيير سطح پلوئيدي القاء پلوئيدي و جهت

است و عت  سا48 مدت به %05/0 ، غلظتبادرنجبويه
ي قابليت القاي پلوئيدي در اين مؤثر طور سين به كلشي

 .گياه را دارد
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Abstract 

In vitro induction of polyploidy using mutation agents is one of the medicinal plant breeding 
methods which has been employed to increase potential of secondary metabolites production. In 
this research, in order to induce polyploidy in lemon balm (Melissa officinalis L.), in vitro 
regenerated explants were treated by colchicine at 4 different concentrations 0.00, 0.05, 0.1 and 
0.2% for 24 and 48 h. Level of ploidy were identified in survival explants through root tip 
chromosome counting and leaf sample flow cytometry. Ten days after treatments, all colchicine-
free treated explants were survived. Among the colchicine treatments (0.05, 0.1 and 0.2%), the 
highest explants survival rate were observed in the 0.05% colchicine application for 24 h 
(63.8%). On the contrary, 0.2% colchicine treatment for 48 h showed the highest rate of 
explants lethality. Results of chromosome counting and flow cytometry analysis indicated both 
diploid and mixoploid plants in colchicines treated explants. More effective treatment of 
colchicine for induction of ploidy was observed in 0.05% colchicine treatment for 48 h as high 
as 33.3% mixoploid plants. 

 
Key words: Lemon balm (Melissa officinalis L.), in vitro, colchicine, mixoploid, flow 
cytometery. 
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