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  1چکیده
امکان بهنژادي هاي سوماتیکی شیمیایی در سلول هايموتاژنویژه هب ها موتاژن از طریق دستورزي سطح پلوئیدي سابقه و هدف:

هاي  گونه نموده است.آمیزتر  موفقیتهاي گیاهی را در بسیاري از گونهو مطلوب برتر با صفات جدید و  ارقاممنظور تولید  به
ها در  آنبهتر  کردن سازگاردر  در سلسله گیاهان علت افزایش تنوع ژنتیکی پلوئید) بهگیاهی با بیش از دو سري کروموزومی (پلی

  منظور  به یژوهشبر همین اساس پاي برخوردار هستند. تکامل طبیعی و بهنژادي گیاهان از اهمیت ویژه ،هاي جدید محیط
   گل سوسنهاي جدید هیبرید آسیایی یکی از گونهدر  ايشیشهصورت درون هب سیناز طریق کلشی پلوئیدي القاي پلی

)Lilium dandie( باشد.ی مییداروزینتی و که داراي پتانسیل بالاي  انجام گرفت  
  

در  به صورت فاکتوریل قالب طرح کاملاً تصادفیاي در شیشه هاي سوخک دروندر این آزمایش فلس :ها مواد و روش
هاي سپس نمونه ساعت تیمار گردید 24و  12، 6مدت  درصد) به 1/0و  05/0، 01/0( سینهاي مختلف محلول کلشی غلظت

مانی،  بررسی میزان زندهپس از  شدند.کشت واهاي رشدي کننده کشت بدون تنظیم فلسی جهت باززایی و رشد عادي در محیط
. گردید تعیین هانوك ریشهمریستمی هاي تعداد کروموزوم مستقیم باززایی شده از طریق شمارشهاي سطح پلوئیدي گیاهچه

روزنه  محافظ هاي تعداد کلروپلاست سلولشمارش مستقیم و رنگ با استفاده از تکنیک لاك بی برگ راکم روزنهض و تعر، طول
پلوئید (تریپلوئید) هاي شاهد (دیپلوئید) و پلیبین گیاهچه و عنوان فاکتورهاي سیتولوژیکی بههاي بالغ و توسعه یافته در برگ

عرض برگ و طول ریشه نیز طول و  شناسی ریختهاي ها با استفاده از ترازو و شاخص وزن تر گیاهچه .مورد مقایسه قرار گرفت
  گیري شد.کش دقیق اندازهاز طریق خط

  

 هاآن مانیمیزان زندهسین هاي فلسی با کلشیریزنمونه با افزایش غلظت و مدت زمان تیمار که داد: بررسی نتایج نشان ها یافته
 پلوئیديترین میزان پلی و بیش بودهثر ؤو م مدآکارکاملاً  سوسن پلوئیدي (تریپلوئیدي) گلپلی ءسین در القاکلشی ،یافتکاهش 

 درصد 01/0 تیمار از زمان مدت این در نیز وريبهره ضریب بالاترین و افتاد اتفاق ساعت 12 زمان مدت در )درصد 55/24(
                                                

  echamani@yahoo.comمسئول مکاتبه:  *
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  حالی در یافت کاهش داريمعنی طور هب روزنه تراکم (دیپلوئید) شاهد به نسبت پلوئیدپلی هايگیاهچه در .آمد دست هب نسی کلشی
 داد. نشان پلوئیدي سطح افزایش با مثبتی همبستگی روزنه محافظ سلول در موجود هايکلروپلاست تعداد و روزنه طول

پلوئید در مقایسه هاي پلیچنین طول ریشه در گیاهچه طول و عرض برگ و هم شناسی ریختهاي  وزن تر و ویژگیهاي  شاخص
  داري افزایش نشان داد.طور معنی ههاي شاهد ببا گیاهچه

  

 پلوئیديپلی وريبهره ترین بیش و بوده آمیزموفقیت کاملاً سوسن گل در پلوئیديپلی ءالقا در سینکلشی کاربرد :گیري نتیجه
 ايه سلول بالاي کلروپلاست تعداد چنین هم و روزنه تر بیش طول و پایین تراکم شد. بهینه تیمار ساعت 12 زمان مدت در )%85/42(

 باشد.می پلوئیدپلی هايگیاهچه گريغربال براي خوبی شاخص ،دیپلوئید به نسبت پلوئیدپلی هايگیاهچه در روزنه محافظ
 با افزایش سطح پلوئیدي افزایشها گیاهچه طول و عرض برگ و طول ریشه شناسی ریختهاي هاي وزن تر و ویژگیشاخص

  یابد. می
  

   گل سوسن کروموزوم،، پلوئیدي، روزنه اتوپلی هاي کلیدي: واژه
  

 مقدمه
، 2سانانه سوسنمربوط به تیر 1هاس سوسننج
ها و ونه بوده که زیرگونهگ 100 شامل تقریباً
هاي آن عمدتاً در مناطقی از نواحی معتدل و  واریته

گل  ).18ت (سرد آسیاي میانه گسترش یافته اس
جدید  هايگونهیکی از  Lilium dandie سوسن

جفت  12 داراي هاي خودکه در سلولهیبرید آسیایی 
)24=x2=n2 ( هاي  داراي گلبوده و کروموزوم

گونه . دوره رشدي این هستندرنگ قرمز  -پرتقالی
آذین بلند و و گل بوده روز 80کوتاه و در حدود 

 این دارد. ارتفاع روزه 20مقاوم با طول عمر حدود 
ها به ازاي و تعداد جوانه مترسانتی 60-70 حدود هگیا

 14-16هر گیاه رشد کرده از سوخی با محیط 
علاوه سوخ آن خوراکی  هباشد بعدد می 3-5متر  سانتی

 داراي که و داراي مزه شیرین بوده و علاوه بر این
حاوي مواد بیواکتیو نیز  استارزش غذایی بالایی 

  ).33( باشد می
در  ايهگونو بین ايگونههاي درونگیريدورگ

زیادي کمک  و برتر گیاهان به بروز صفات مطلوب
توانسته هاي موجود هنوز نپلاسمنموده است اما ژرم

                                                
1- Lilium L. 
2- Liliaceae 

طلب باشند.  کنندگان تنوعجوابگوي نیاز مصرف است
همواره به دنبال  پژوهشگرانبهنژادگران و بنابراین 

هستند. از آنجا که  در گیاهان منابع دیگر ایجاد تنوع
به ندرت اتفاق در گیاهان هاي خود به خودي  جهش

مناسبی روش ی ئهاي القاتولید جهش یافته افتد می
 بنابراین شود. گیاهان محسوب میدر براي ایجاد تنوع 

اي  شیشه درون شرایط در ورزي سطح پلوئیدي دست
 برتر هاي رقممنظور تولید  هاي بهنژادي بهامکان برنامه
-هاي گیاهی موفقیتدر بسیاري از گونه و جدید را

  ).15و  3( نموده است ترآمیز
استعداد و توانایی  نوعی پلوئیديپلیکلی  طور هب

سلول در تغییر چرخه طبیعی است که در نتیجه آن 
مستقل از چرخه در هسته سلولی  DNA تولید

وارد  تواندنمی دهد و سلولمعمولی میتوز رخ می
 یک چرخه ناقصواقع شود و در ی مرحله تقسیم طبیع

این پدیده سبب توقف  یردگمیصورت  تقسیم سلولی
در  و سلول افزایش سطح پلوئیدي ،تقسیم سلولی

پلوئیدي پلی ).1( گرددها میژن افزایش سبب نهایت
(اندازه و  شناسی ریختهاي بر ویژگیبه طور معمول 

هاي رویشی و زایشی گیاه)، میکروسکوپی  شکل اندام
 هاي تعداد کلروپلاست و (اندازه و تراکم روزنه
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هاي محافظ روزنه)، فیزیولوژیکی  سلول موجود در
هاي  (زمان و طول مدت گلدهی، باروري گیاه، ویژگی

هاي گرده، فتوسنتز، مقاومت دانه و قدرت باروري دانه
شیمیایی -زیستها و غیره) و فرایندهاي در برابر تنش

   ).11( ثر استؤگیاه م
از طریق  هاي زیاديرقم در میان گیاهان زینتی

زیرا ند ا تولید و توسعه پیدا کرده پلوئیديپلی
مانند داراي خصوصیات باغبانی مطلوبی پلوئیدها  پلی

) 20( تر بوده و بزرگ ، گل پررنگگل زیادطول عمر 
 شانتري نسبت به گیاهان دیپلوئید و سازگاري بیش

پلوئید داراي مزایاي هاي سوسن پلی گل). 10( دارند
 ویژهبه( هاي محکمبرگ ضخیم، ساقه مانندتري  بیش

رسی در طول دوره زمستان مهم است) پیشبراي 
  پلوئید یکی از مسائل باشد. تولید گیاهان پلی می

 ).30و  29د (باشگل سوسن می اصلاح در کنونی
از طریق استفاده از  مکن استپلوئید م گیاهان پلی

 هاي رویشی هاي کروموزوم با تیمار بافت کننده مضاعف
   دنتولید شو سینکلشی مانندهاي دوك با بازدارنده

 هاي در برنامه ايگستردهکاربردهاي و  )9و  5(
 ارقامدست آوردن تنوع ژنتیکی، تولید هبراي ب نژاديبه

 ).12و  2( دارداي گونهجدید و ترمیم عقیمی درون
از پرکاربردترین  یک آلکالوئید طبیعی وسین  کلشی

هاي پلوئیدي در سلولپلی ءالقا جهتموتاژن شیمیایی 
استخراج  1گل حسرت باشد که ازسوماتیکی می

براي انسان خیلی مضر بوده و در  شود این ماده می
نیز فعالیت موتاژنی نامطلوبی بر گیاهان برخی موارد 

 سین با اتصال به زیرواحد پروتئینیکلشی دارد.
را ها شکیل میکروتوبول(توبولین)، ت هامیکروتوبول
ممانعت  هامهاجرت قطبی کروموزوم از ومهار کرده 

چرخه تقسیم سلولی در مرحله آنافاز  بنابراین کند می
هاي دو  کروموزومگردد که در نتیجه آن عملی نمی

 ).30و  9د (نمانمیبرابر شده در داخل یک هسته باقی 
                                                
1- Colchicum autumnale 

   مانندهاي زینتی گلهاي بسیاري از  تاکنون ویژگی
از طریق بنفشه فرنگی و زنبق  گل داوودي،

  ).23( ي بهبود و توسعه پیدا کرده استپلوئید پلی
هاي جهانی دست آوردن موفقیت در رقابتهبراي ب

تولید و توسعه ارقام جدید و  ،در صنعت گلکاري
  و  گیريدورگهپلوئیدي، وسیله پلی همحبوب ب

بر همین اساس  رسدنظر می جهش ضروري به
 واریته پلوئیدي درپلی ءالقا حاضر در راستاي پژوهش

Lilium dandie  انجام گرفت که در آن علاوه بر
  ثرترین غلظت ؤمارائه جدید و  ارقامدست آوردن  هب

شده است روش تلاش  ،سینزمان تیمار کلشیو 
  در  پلوئیديپلی شناسایی و آسانی براي مناسب

  گل سوسن نیز ارائه گردد.
  

  ها مواد و روش
 5/4با قطر تقریبی  L. dandie هايسوخ :مواد گیاهی

اش واقع از رویشگاه طبیعی در فصل خواب متر سانتی
نیاز در کشور چین تهیه و به منظور برطرف کردن 

گراد درجه سانتی 4هفته در دماي  8مدت  به سرمایی
در یخچال و در داخل پیت مرطوب نگهداري گردید. 

به طول  هاي وسط سوخ پس از رفع نیاز سرمایی فلس
جدا به دقت از صفحه پایگاهی متر سانتی 5/2تقریبی 
شستشو زیر آب جاري یک ساعت پس از شده و 

 70یه در اتانول ثان 30مدت  جهت استریل سطحی به
 2 در هیپوکلریت سدیمدقیقه  10 سپس و درصد

 آبکشیاز سه بار  پس و در نهایت قرار گرفتدرصد 
ها تقریباً به طول  ، ریزنمونهاستریل دو بار با آب مقطر
متر از قسمت صفحه متر و عرض نیم سانتی یک سانتی

تحتانی و چسبیده به صفحه پایگاهی هر یک از 
موراشیگ و  همحیط کشت پایدر ها تهیه گردید و  فلس

 با يهاي رشدکنندهبدون تنظیمجامد ) MS( اسکوك
1/0±7/5=pH لیتر  میلی 30 منظور بدین قرار داده شد

لیتري ریخته میلی 200هاي در شیشهکشت محیطاز 
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درجه  121قه در دماي یدق 15مدت  شده و به
 مترمربع سانتیکیلوگرم بر  2/1فشار  گراد در سانتی

ها در آن کشت و سپس ریزنمونه استریل گردید
دو بار واکشت در مدت سه ماه ها ریزنمونه .گردید

 25ها در دماي گردید و در این مدت تمامی ریزنمونه
ساعت دوره نوري در روز و زیر  16درجه سلسیوس، 

میکرومول بر متر مربع بر ثانیه) لامپ  50تابش مداوم (
سپس  .داري شدند ید در اتاق رشد نگهفلوئورسنت سف

 5/1بی اي با وزن تقریشیشه درونهاي سوخک گیاهچه
استفاده  براي اعمال تیمار آوري وگرم جمع 2تا 

  .گردید
سین بر هاي کلشی ثیر غلظتأت :سین تیمار کلشی

هاي تیمار هاي سوخک براي هریک از زمان فلس
سالم هاي طور جداگانه ارزیابی گردید. فلس هب

 در محیط کشتروز  10مدت  سوخک انتخاب و به
 جهتهاي رشدي کنندهجامد بدون تنظیم MS پایه

 هاي میتوزي قرار داده شدو فعالیت هاتمایزیابی جوانه
سین هاي مختلف محلول کلشیو سپس در غلظت

 استریل شده با فیلتر سردرصد)  1/0و  05/0، 01/0(
و  12، 6مدت  بهمیکرومتر  2/0سرنگی با قطر منافذ 

هاي  ریزنمونه ساعت در دماي اتاق تیمار گردید. 24
شو داده تتیمار شده بلافاصله با آب مقطر استریل شس

در محیط  عدد ریزنمونه 24ازاي هر تیمار  و به شد
 هاي رشدي کشتکنندهبدون تنظیم MSکشت پایه 

 ی، تمامها از فلسیاهچهگ ییباززا در مدت و یدگرد
ساعت دوره  16، یوسسلسدرجه  25 يدر دما هاکشت

بر متر یکرومولم 50تابش مداوم ( یردر روز و ز ينور
 .ندشد ينگهدار یدسف فلوئورسنت لامپ) یهمربع بر ثان

 یدها و تولیاهچهگ يپرآورلازم به ذکر است که جهت 
مرتبه با فاصله  ینها در چندیزنمونهر یدجد يهایشهر

  ند.یدکشت گردوا یدکشت جد یطماه در مح یک
، جهت تعیین سطح پلوئیدي :تعیین سطح پلوئیدي

طور  هها بهاي هر یک از گیاهچه تعداد کروموزوم

هاي  روش بررسی کروموزوم جداگانه شمارش شد
تقریباً مشابه روش توصیه شده پارك  میوزي و میتوزي
شامل مراحل ترتیب  به ) و1999و همکاران (

داري، تیمار، تثبیت، نگه، پیشریشه آوري جمع
 منظور . بدین)24( ها بودآمیزي نمونههیدرولیز و رنگ

شد کرده هاي تازه رریشهر از تمتقریباً یک سانتی
آب یخ (صفر تیمار پیش در فاصلهها جدا و بلا گیاهچه

 ساعت نگهداري شد 24مدت  ) بهلسیوسدرجه س
اسید کرومیک  )1:1(در محلول ترکیبی هاسپس نمونه

لسیوس درجه س 4در دماي  10%و فرمالین  %1
از این مرحله به بعد ساعت تثبیت گردید.  24مدت  به

 70%ها در الکل مدت، نمونه جهت نگهداري طولانی
 ها درشستشو نمونه از پسند قرار داده شد

در  دقیقه 10 تمد نرمال به هیدروکسید سدیم یک
) هیدرولیز شده و لسیوسدرجه س 60( حمام گرم

  ا قرار دادن ها ب. ریشهندشستشو داده شد مجدداً
آمیزي  کاغذ صافی خشک شده و جهت رنگ بر روي

 از قبل ساعت در دماي اتاق با محلول 15مدت  به
سپس جهت  آماده شده هماتوکسیلین تیمار گردید

 ،ه سلولهضم دیواره سلولی و نمایان شدن بهتر هست
استخراج ساعت با آنزیم سیتاز  1-2مدت  ها به نمونه

 1-2 .تیمار گردیدشده از دستگاه گوارش حلزون 
بریده شده و بر روي لام  هامتر از نوك ریشه میلی

اي قرار داده شده و با نوك نیدل استیل له  شیشه
 45گردید. در این مرحله یک قطره اسید استیک 

روي آن  ریخته و به آرامی لاملروي نمونه  درصد
و در نهایت با زدن چند ضربه آرام با ته  قرار داده شد

 ،نددشاسکواش  بخوبی هاخودکار بر روي لامل نمونه
طوري که فقط یک لایه هسته سلولی با فاصله مناسب 

ها  تعداد کروموزوم .بین لام و لامل قرار گرفتاز هم 
صورت مستقیم زیر  هتقسیم سلولی ب G1در مرحله 

  .برداري گردیدمیکروسکوپ نوري شمارش و عکس
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در پژوهش  :شناسی ریختو  بررسی سیتولوژیکی
شامل طول و عرض هاي سیتولوژیکی  ویژگیحاضر 

سلول محافظ روزنه، تراکم روزنه و تعداد کلروپلاست 
هاي دیپلوئید و گیاهچههاي محافظ روزنه در  سلول

شده از طریق شمارش کروموزومی  شناسایی پلوئید پلی
 10 منظور . بدینارزیابی و با یکدیگر مقایسه گردید

پلوئید گیاهچه پلی  10گیاهچه دیپلوئید (شاهد) و 
صورت تصادفی انتخاب گردید و از هر کدام از  هب

هاي بالغ و خوب توسعه یافته براي بررسی  ها برگ آن
شد. در نظر گرفته  در پژوهش حاضر سیتولوژیکی

از و تراکم روزنه ، عرض گیري طولاندازهجهت 
در این  )13( استفاده شد رنگبی ناخن لاكتکنیک 

 با لاك ها یک از برگ رپیدرم پایینی هروش ابتدا ا
میانی  قسمتو پس از خشک شدن پوشش داده شد 

با  چسبانده و سپس ايهچسب شیشرا بر روي  آن
ر روي یک لام چسبانده ه و بکرددقت از برگ جدا 

ارزیابی و دار مقیاس شده و زیر میکروسکوپ نوري
جهت شمارش تعداد کلروپلاست  برداري شد. عکس
هاي محافظ، اپیدرم پایینی برگ بالغ به آرامی  سلول
سپس  .ده و به دقت بر روي لام قرار داده شدشجدا 

یک قطره آب مقطر بر روي آن ریخته شده و پس از 
اطمینان از قرار گرفتن لایه نازك اپیدرمی در یک 

و زیر  سطح، لامل بر روي آن قرار داده شد
 برداري انجام گرفت.میکروسکوپ ارزیابی و عکس

عدد  5 شناسی ریختهاي گیري شاخصبراي اندازه
پلوئید انتخاب گیاهچه پلیعدد  5گیاهچه دیپلوئید و

 001/0ها با استفاده از ترازوي وزن تر گیاهچهگردید. 
طول و عرض  از قبیل شناسی ریختهاي و شاخص

کش دقیق نیز از طریق خطبرگ و طول ریشه 
  گیري شد. اندازه

 افزار نرماز ا استفاده ب هاداده تجزیه و تحلیل آماري
SPSS-16.0  وExcel 2010  نیز  ها مقایسه میانگینو

  انجام گرفت. آزمون دانکن استفاده از با
  

  نتایج و بحث
مهمی در عامل مانی درصد زنده :مانی زندهمیزان 

پلوئیدي پس از اعمال وري القاي پلیارزیابی بهره
 باشد.سین میهاي سوخک با محلول کلشیفلستیمار 

هفته پس از  3-4هاي تیمار شده تقریباً ریزنمونه
سین کلشیتیمار با علایم تنش حاصل از  ،اعمال تیمار

اي هاي رشد نکرده و قهوهفلس .ندرا نشان داد
ه و از هاي بافت مرده در نظر گرفته شدعنوان فلس به

  ها حذف شدند.کشت
تایج حاصل از آزمایش نشان داد که اختلاف ن
میزان صفت بین  درصد 1داري در سطح معنی
در حالی که سین وجود دارد. و غلظت کلشیمانی  زنده

مانی داري بین زمان تیمار و میزان زندهاختلاف معنی
ها مقایسه میانگین دادهولی با توجه به  مشاهده نگردید

. افزایش یافتمانی میزان زندهبا افزایش زمان تیمار 
ترین غلظت  مانی در کممیزان زندهترین  بیش

 ).1(جدول  دست آمدهبدرصد  01/0 سین کلشی
هاي تیمار شده با محلول  کلی در میان فلس طور هب

 )درصد 66/91مانی (ترین درصد زنده سین بیشکلشی
ساعت  6 زمان در مدت 0درصد /01تیمار  مربوط به

 ءسین و بقارابطه معکوس بین غلظت کلشی بود.
با ها در این آزمایش مورد انتظار بود که ریزنمونه
انجام شده در سایر گیاهان مختلف در  هاي پژوهش

این نتایج با پژوهش  .شتشرایط طبیعی مطابقت دا
ثیر أ) مطابقت دارد ایشان ت2016هوو و همکاران (

 مانیسین را بر میزان زندهمنفی غلظت بالاي کلشی
Lilium leichtlinii  سینگ و ). 14( کردندگزارش

) نیز گزارش کردند که غلظت بالاي 1988( روي
هایی از  تواند سبب از بین رفتن قسمتسین میکلشی

 هایی از بافت شود گیاهچه از طریق آسیب به بخش
ثیر سمیت أدیگر نیز ت پژوهشگرانبسیاري از  ).27(

و کاهش میزان  هاسین بر روي ریزنمونه کلشی
   اند یید نمودهأها را ت باززایی کشتمانی و  زنده

  ).28و  16 ،7(
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هاي باززایی شده دو ماه تمامی گیاهچه پلوئیدي: پلی
هاي جدید  سین در محیط کشتبعد از تیمار با کلشی

سطح پلوئیدي هر  یک ماه واکشت گردید و پس از
طور جداگانه مورد ارزیابی قرار  هها بیک از گیاهچه

 شمارش کروموزومیگرفت. نتایج حاصل از 
 هاي در حال رشدنوك ریشهی هاي مریستم سلول

  ي آمیز طور موفقیت هسین بنشان داد که تیمار کلشی
از فلس سوخک  )2n꞊3x꞊36( پلوئیدتریگیاهچه  22

L. dandie مطالعه مرحله نمود.  ءرا القاG1  تقسیم
ها را به تریپلوئید بودن گیاهچه هاسلولی در نوك ریشه

پلوئید در گیاهان پلی ).1(شکل  مشخص نمودروشنی 
 و نامناسب داشتندرشد کند ابتداي رشد تا حدودي 

از تیمار با مواد  پلوئیدها پسکاهش رشد پلی
دلیل  به به احتمال زیاد سینکلشی مانند ضدمیتوزي

کاهش سرعت و کم شدن تعداد تقسیم سلولی باشد 
 هايدر سلول اختلال در میزان اکسیناثر در ه ک

کاهش میزان تنفس و  ،تقسیم در حال مریستمی
 طور بهشود و ها ایجاد می ماز آنزیفعالیت تعداد زیادي 

سین یکلش هاي تحت تیمار بادر جمعیت معمول
  ).8( شودمشاهده می

  

  
   و . دیپلوئیدAسین.  هاي تیمار شده با کلشیاز فلس Lilium dandieهاي نوك ریشه  هاي متافازي در سلول کروموزوم - 1شکل 

B.تریپلوئید .  
Fig. 1. Metaphase chromosomes in root tip cells of L. dandie from bulblets that treated with colchicine.  
A. Diploid (2n꞊2x꞊24) and B. Triaploid (2n꞊3x꞊36). Scale bar=10 µm 

 
ي این پژوهش هایافته حاصل از نتایجبررسی 

 یک درصدداري در سطح نشان داد که اختلاف معنی
اشت دوجود سین کلشی زمان تیمارلوئیدي و پ بین پلی

 دار نشدپلوئیدي معنیولی اثر غلظت بر القاء پلی
هاي  مقایسه میانگین داده هرچند که در مجموع،

هاي دیگر از تیماردرصد  01/0 هايمربوط به تیمار
 پلوئیدهاي پلید گیاهچهاتعدترین  بیش بود. تر شیب
 شد ءالقاتیمارها ساعت  12 زمان در مدت عدد) 14(

 هاي این نتایج تا حدودي با نتایج آزمایش .)1(جدول 

) انطباق دارد ایشان به این 2016هوو و همکاران (
ترین طولانی  Lilium leichtliniiنتیجه رسیدند که در

  سین ترین غلظت کلشی مدت تیمار همراه با کم
  . بسیاري )14( پلوئیدي موثرتر است پلیدر القاي 

  دیگر نیز نشان دادند که تیمار  پژوهشگراناز 
مدتري جهت آ سین یک روش کار با کلشی

باشد اما  سازي کروموزوم در گیاهان می مضاعف
هاي گیاهی متفاوت  سین بسته به گونهواکنش به کلشی

با توجه به تعداد کلی  طور هب). 35و  25 ،6( باشدمی
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ها  ریزنمونه مانی هاي تیمار شده، میزان زندهکل فلس
پلوئید هاي پلی تعداد گیاهچهو هر یک از تیمارها  در

سین کلشی درصد 01/0 تیمار ینتر، بهینهباززایی شده

وري با ضریب بهره که بودساعت  12 زمان مدتدر 
نسبت به تیمارهاي دیگر در  )درصد 85/42( بالاتري

   .ثیر گذاشتأتپلوئیدي القاي پلی
  

  .Lilium dandieر د ها پلوئیدي گیاهچه بر القاي پلی تیمار مدتهاي مختلف و  ثیر غلظتأت -1جدول 
Table 1. Effect of different concentrations and treatment duration on induction of polyploid plantlets in  
Lilium dandie. 

  وري بهره
 پلوئیدي پلی

Polyploidy 
efficiency 

(%) 

  هايگیاهچه
 تریپلوئید
Triploid 
plantlets 

(3x) 

  هاي هگیاهچتعداد 
 تست شده

No. of plantlets 
tested 

 میزان

 مانی زنده
Survival rate 

(%) 

  هاي تعداد فلس
 تیمار شده

No. of treated 
scales 

 سین کلشی
Colchicine 

 غلظت (%)

Conc. (%) 

 (ساعت) مدت
Time (h) 

0 0 22 91.66 24 0.01 6 
0 0 21 87.49 24 0.05 6 

11.11 2 18 74.99 24 0.1 6 
42.85 8 21 78.49 24 0.01 12 
19.04 4 21 78.49 24 0.05 12 
11.76 2 17 70.82 24 0.1 12 
20.00 4 20 83.33 24 0.01 24 
11.11 2 18 74.99 24 0.05 24 
13.33 2 15 62.49 24 0.1 24 

  
 شناسی ریختبر اساس : اي روزنههاي ویژگی بررسی
مورد شناسایی قرار پلوئید را  توان گیاهان پلیمیروزنه 

 مانندخارجی  عواملثیر أت تراکم روزنه تحت ).13( داد
گیرد و شمارش  ها قرار نمی دما و محتواي آب بافت

است که اعتماد  روزنه روشی مناسب، آسان و قابل
  ).26( براي تعیین سطح پلوئیدي استفاده شودتواند  می

روزنه  ریخت شناسیهاي نتایج حاصل از بررسی
پلوئید از لحاظ هاي پلینشان داد که برگ گیاهچه

داري در سطح طول و تراکم روزنه اختلاف معنی
با شاهد (دیپلوئید) وجود داشت در درصد  یکاحتمال
اري از لحاظ عرض دکه هیچ اختلاف معنی حالی

پلوئید مشاهده هاي دیپلوئید و پلی روزنه در گیاهچه
ها ). بر اساس این یافته2) (شکل 2نگردید (جدول 

تراکم روزنه همبستگی منفی  می توان نتیجه گرفت که
شدیدي با افزایش سطح پلوئیدي وجود دارد و این 

اي  کننده متمایزعنوان ابزار  تواند به همبستگی منفی می

در گیاهان با سطوح پلوئیدي متفاوت مختلف مورد 
هاي متعدي ). تاکنون پژوهش28استفاده قرار گیرد (

براي متمایز کردن در مورد اندازه و تراکم روزنه 
 مانندشاهدشان  یپو ژنوت یدپلوئیپل يهایاهچهگ

است که  یده) به اثبات رس36( 1یا) و استو26( یدهاارک
   یباشد. در بررسیپژوهش حاضر همسو م یجبا نتا

از لحاظ تعداد کلروپلاست  يداریاختلاف معن یجنتا
و  یپلوئیدد يهایاهچهمحافظ روزنه در گ يهاسلول

عدد  5/86و  8/73 یبترتکه به یدمشاهده گرد یدپلوئ یپل
 ) که3کلروپلاست در هر سلول محافظ روزنه بود (شکل 

) 2003( يو سار یتیسیر هاي یشآزما یجها با نتایافته ینا
 .) مطابقت داشتa2010و همکاران ( یدبیگیو ام
 یديپلوئیاز اثرات پل یکیاثبات کرد که  یشانا يها یافته
 يهاسلول يهاملاحظه تعداد کلروپلاستقابل یشاافز

  ).32و  21باشد (محافظ روزنه می

                                                
1- Stevia rebaudiana 
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  .. تریپلوئیدB. دیپلوئید و Lilium dandie. A در تفاوت تراکم روزنه بین گیاهچه دیپلوئید و تریپلوئید -2شکل 

Fig. 2. Difference in stomata density between diploid and triploid plantlet in Lilium dandie. A. Diploid 
(2n꞊2x꞊24). B. Triploid (2n꞊3x꞊36). Scale bar=50 µm. 

 

  
 .. تریپلوئیدB. دیپلوئید و Lilium dandie. Aها در  هاي محافظ روزنه همراه با کلروپلاستسلول ریخت شناسی -3شکل 

Fig. 3. Morphology of stomatal guard cells with chloroplasts in L. dandie. A. Diploid (2n꞊2x꞊24). B. Triploid 
(2n꞊3x꞊36). Scale bar=1 µm. 

  
ها در وزن تر گیاهچه :شناسی ریختهاي  بررسی

هاي دیپلوئید افزایش در مقایسه با گیاهچه هاپلوئید پلی
 نشان داد احتمال یک درصددر سطح داري  معنی

ترتیب داراي  پلوئید و دیپلوئید به پلی هايگیاهچه
که ) 2(جدول  بودگرم  48/2و  92/2 وزن تر میانگین

در سطوح پلوئیدي بالاتر  توده زیستاین افزایش 
، هابرگ مساحتتر بودن میانگین  علت بیش بهتواند  می

بهبود روابط و  افزایش فتوسنتز و افزایش کارایی آن
اي آبی و هورمونی باشد که باعث افزایش مواد ذخیره

که این نتایج با نتایج شود تر در گیاهچه می بیش

) همسو b2010هاي امیدبیگی و همکاران ( پژوهش
پلوئیدي افزایش اندازه پلی ءپیامد بلافصل القا .باشد می

از طریق افزایش اندازه  تواندسلولی است این امر می
افزایش سرعت بزرگ شدن سلولی تحقق ها و  سلول

  ).22( یابد
بررسی نتایج نشان داد که طول و عرض برگ 

چنین  و همیک درصدو  5ترتیب در سطح احتمال  به
هاي در گیاهچهدرصد  5سطح احتمال طول ریشه 

طور  هب هاي دیپلوئیدپلوئید در مقایسه با گیاهچهپلی
 هاي یش شاخصاین افزا .یابدمیافزایش  داريمعنی
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 يهایاهچهگ يقدرت رشد یشافزا یانگرب شناسیریخت
 .باشدهاي دیپلوئید میدر مقایسه با گیاهچهپلوئید  پلی

) گزارش کردند که تحریک 2014زاهدي و همکاران (
سبب ایجاد گیاهانی با  1گیاهپلوئیدي در زرین پلی

تر شد. امیدبیگی و تر و تیرهضخیمتر، هاي بزرگ برگ
به چنین  2در گیاه بادرشبینیز  )b2010( همکاران

 اثبات )2005. لاوانیا ()22( نتایجی دست یافته بود
 هاي تتراپلوئید در مقایسه با سلول کرد که حجم

باشد، در هاي دیپلوئید معمولاً دو برابر میسلول
که این برابر است  5/1ها  که سطح سلولی آن حالی

تر شدن جثه گیاهان در پاسخ به  باعث بزرگ
سطح در گیاهان افزایش حجم و شود پلوئیدي می پلی
به این علت است که  به احتمال زیادپلوئید  پلی

ها افزایش یافته و به  کروموزومی سلولهاي  دسته
گردد تا نسبت دنبال آن افزایش رشد سبب می

القاء ). 17( هسته حفظ گرددسیتوپلاسم به حجم 
را در سلول فعال کرده که در  راهبردهاي پلوئیدي پلی

الگو و به دنبال آن نسخه  DNAنتیجه آن میزان 
تأثیر قرار گرفته و منجر به   برداري و ترجمه نیز تحت

شود  ها می افزایش، کاهش و یا حتی خاموشی بیان ژن
طریق بسیاري از صفات فیزیولوژیکی و  بدینو 

  ).1( دهدتأثیر قرار می گیاه را تحت شناسی ریخت
انتخاب روش براي شناسایی سطوح پلوئیدي 

(روش  3بستگی به زمان و بودجه دارد. فلوسیتومتري
ها  نمونه، اما تجزیهثر بودهؤمستقیم) روشی سریع و م

 تحلیلدر این روش هزینه زیادي دارد در حالی که 
تر و در  (روش غیرمستقیم) ارزان ریخت شناسی

ها دقیق و ی روشحال تمام این با .بر است عوض زمان
  ).4اعتماد بوده و نتایج مشابهی خواهند داشت ( قابل

  
  Lilium dandie .1 2  3هاي دیپلوئید و تریپلوئید در  گیاهچه شناسی ریختاي و  روزنههاي  ویژگی میانگین مقایسه -2جدول 

Table 2. Mean comparison of stomatal and morphological traits in diploid and triploid plantlets in Lilium dandie. 
  تریپلوئید

Triploid (3x)  
  دیپلوئید

Diploid (2x)  
  سطح پلوئیدي/ ویژگی

Ploidy level/ morphological traits  

10.75 a 8.48 b 
  طول روزنه

Stomata length (µm)  

6.74 a  6.58 a  عرض روزنه  
Stomata width (µm)  

1.60 b 2.05 a 
  تراکم روزنه

Stomata density (1000 µm2)  

86.5 a  73.8 b 
  محافظ روزنه تعداد کلروپلاست/ سلول

Chloroplast/ guard cell  

2.92 a 2.48 b 
 وزن تر

Fresh weight  

4.54 a 3.70 b طول برگ 
Leaf length  

4.02 a  3.10 b 
 عرض برگ

Leaf width  

19.40 a 18.80 b  طول ریشه  
Root length 

                                                
1- Dracocephalum Kotschyi 
2- Dracocephalum moldavica L. 
3- Flow cytometry 
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 پژوهشدست آمده از این ههاي تریپلوئید بگیاهچه
چند بار در محیط کشت جدید واکشت گردید تا 

اي براي شیشهسوخک درون ،ضمن بزرگ شدن
چنین  و هم ودسازگاري در محیط خاك آماده ش

مورد ارزیابی قرار گیرد.  آن ییقابلیت زینتی و دارو
دست  ههاي تریپلوئید بکه گیاهچه باور بر این است

 آزادسازي رقمتواند براي آمده از این پژوهش می
زینتی و  هايویژگیبا  L. dandie در گونه جدید
  ی مطلوب مورد استفاده قرار گیرد.یدارو

  
  گیري کلی نتیجه

عیین غلظت و که تداد نتایج پژوهش حاضر نشان 
 مدت زمان تیمار با مواد افزاینده سطح پلوئیدي

پلوئیدي موفق ، در یک برنامه القاء پلیسینکلشی
به طور جداگانه  بایدگونه براي هر  و ضروري است

مدت با افزایش غلظت و در این آزمایش  .دبهینه شو
ها مانی گیاهچهسین، درصد زندهکلشیبا زمان تیمار 

 .یافتسین کاهش دلیل افزایش سمیت کلشی به
پلوئیدي در وري براي القاي پلیضریب بهرهترین  بیش

نسبت به  ساعت 12 مدت بهدرصد  01/0سین  کلشی

 هاي سیتولوژیکیبررسی. دست آمد هب سایر تیمارها
افزایش  پلوئید نشان داد کهریهاي دیپلوئید و ت گیاهچه

و همچنین  باعث افزایش طول روزنهسطح پلوئیدي 
 هاي محافظ روزنهافزایش تعداد کلروپلاست سلول

که بین افزایش سطح پلوئیدي و تراکم  شد در حالی
هاي این ویژگی تگی منفی وجود داشت.همبس روزنه
عنوان شاخص مفیدي براي  تواند به اي میروزنه
ها مورد استفاده غربالگري سریع گیاهچه پیش

هاي وزن تر، طول و عرض برگ و شاخصقرارگیرد. 
پلوئید در هاي پلیچنین طول ریشه در گیاهچه هم

داري افزایش طور معنی هب شاهدهاي مقایسه با گیاهچه
  نشان داد. 
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