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پلوئیدي در شرایط درون شیشه پلیبررسی اثرات القاي 
Hyoscyamus reticulatus(هاي باززاشده بذرالبنج مشبکبر گیاهچه L.(

4چیانهاسماعیل رضائیو3، اسماعیل دهقان2، بهمن حسینی1مدنیسید هادي

چکیده
Hyoscyamus reticulatus(بذرالبنج مشبک  L.(ین گیاهان داروبی متعلق به تیره بادنجانیان بوده که به دلیل تریکی از مهم

پلوئیدي درون باززایی، پرآوري و پلیهاي اخیر در سال.ددارفراوانیکاربرد داروسازي در صنایعدارا بودن آلکالوئیدهاي تروپانی
به صورتآزمایشی . باشندهی مییکی از موضوعات جالب توجه در بیوتکنولوژي و کشت بافت گیا،اي گیاهان داروییشیشه

و ) یکرومولارم8/8و 4/4، 0(در سه سطح )BAP(فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با تیمار هورمون بنزیل آمینوپورین 
پلوئیدي در در ادامه القاي پلی.و در سه تکرار انجام شد) میکرومولار2/2و 1/1، 0(در سه سطح )IAA(اسیدایندول استیک 

و سه زمان ) صددر5/0و 2/0، 1/0، 05/0، 0(غلظت 5سین در هاي باززایی شده با تیمار کلشیاي روي گیاهچهرایط درون شیشهش
هاي میکروسکوپی، فلوسایتومتري و تعیین سطح پلوئیدي گیاهان، بررسیبراي.مورد مطالعه قرار گرفتندساعت،72و 48، 24

2/2به همراه BAPمیکرومولار8/8نشان داد که پس از شش ماه رشد، تیمار هورمونی نتایج.شمارش کروموزومی انجام شد
نتایج .زایی بهترین تیمار هورمونی براي باززایی شناخته شدگیاهچه در هر ریز نمونه، شاخه13/13با میانگینIAAمیکرومولار

درصد تولید گیاهان 72ساعت با راندمان 48مان سین در زدرصد کلشی1/0هاي فلوسایتومتري نشان داد که تیمار بررسی
تعداد . هاي مختلف گیاه همراه بوددار در ویژگیپلوئیدي با تغییرات معنیالقاي پلی.ترین تیمار شناخته شدپلوئیدي مناسبپلی

توان بنابراین می.بود)2n=2x=68(68و درگیاهان تتراپلوئید برابر ) 2n=2x=34(عدد 34کروموزوم گیاهان دیپلوئید برابر با 
.پلوئید در این گیاه را داردسین بطور مؤثري قابلیت القاي پلیکلشیگفت

ايکشت درون شیشهسین،بذرالبنج مشبک، تتراپلوئیدي، فلوسایتومتري، کلشی:هاي کلیديواژه

مقدمه
Hyoscyamus reticulatus(بذرالبنج مشبک  L.(

تیره بادنجانیان بوده متعلق بهله ساله یا دوساگیاهی یک
)Solanaceae( مصر، ی از جهان از جملهمناطقکه در

تمام اندام .کندرشد میترکیه جنوب غرب آسیا، ایران و
است که 1اي از نوع آلکالوئیديگیاه حاوي ماده مؤثره

و 3، آتروپین2ترین ترکیبات آن را هیوسیامینمهم
داروسازي ه در صنایعکدهندتشکیل می4اسکوپولامین

متفاوت در عملکردطهسوابه ).35(دارندفراوانیکاربرد 
سیستم عصبی، فعالیت فیزیولوژیکی بالاتر و عوارض 

10کمتر، تقاضاي جهانی براي اسکوپولامین در حدود 
) آتروپین(از هیوسیامین و فرم راسمیک آن بیشتربرابر 

هاي زیادي براياست که در این زمینه تلاش
هاي در سال). 21(سازي تولید آن انجام شده است بهینه

باززایی گیاهان براياخیر استفاده از تکنیک کشت بافت 
اي را در تولید داروهاي دارویی نتایج امیدوارکننده

).50(گیاهی با کمیت و کیفیت بالا ایجاد کرده است 
نتایج تحقیقات مختلف نشان داده است که عوامل 

ژنوتیپ، محیط کشت، نوع و غلظت مواد مختلفی مانند

).50(باشند هورمونی در میزان باززایی گیاهان موثر می
تأثیرتحت بیشترگري آن پرآوري شاخساره و افزون

واستهورمون سیتوکینین در محیط کشت 
بدون توجه به غلظت هورمون هاي اکسینیهورمون

ساره ي در پرآوري شاختأثیر) BAP(بنزیل آمینوپورین 
تحقیقات در مورد باززایی و ).37(ندارند 

محققان مختلفی در از سويايپرآوري درون شیشه
حان ـچون رییاهانی همــهاي اخیر در گالـتس
)Ocimum basilicum L.()5( ،Oroxylum indicum

Artemisia absinthium(، افسنطین )7( L.()59 (و
Ocimum gratissimum(ریحان سلیمان L.()18 (

پلوئیدي پلی(هادو برابرسازي ژنوم.گزارش شده است
دار شناخته شده است ابزار تکاملی مهم در گیاهان گل

کهشدهزدهبر طبق مطالعات تخمین). 43(
گیاهان وقوع درصد در70تا30بینپلوئیديپلی
اغلب گیاهان با سطوح پلوئیدي بالاتر ).55(یابد می

تر، رشدهاي ضخیمتر، برگرگهاي بزسلولتولید 
و بیشترگلدهیدر تأخیرو بیشترکندتر، میزان آب 

هاي در برنامه).25(نمایند میبیشتررشدافزایش دوره
1- Alkaloid 2- Hyoscyamine 3- Atropine 4- Scopolamine

ارومیهدانشگاه،و استادیاردانشجوي دکتري-4و 1
)b.hosseini@urmia.ac.ir: نویسنده مسوول(،ارومیهدانشگاه،دانشیار-2

دکتري، دانشگاه فردوسی مشهد-3
1/02/93:تاریخ پذیرش30/09/92:تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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براي توسعهتوانند میپلوئیديپلیاصلاح نباتات گیاهان 
).2،19،56(قرار گیرنداستفاده مورد برتر هايواریته

درمورد استفادهیمیاییشمادهسین مؤثرترینکلشی
آلکالوئید یککه،استپلوئیديپلیالقاءمطالعات
اه گل حسرتــگیهاي و گلپداژهبذرازشدهاستخراج

)autumnaleColchicum (اشدـبمی)ه با توسع.)4
پلوئیدي در محیط هاي کشت بافت، القــاي پلیتکنیک

محسوب هاي اصلی یکی از روشکه اي درون شیشه
پلوئیدي مطرح است براي القاي گیاهان پلیشود یم
اي به طوري که براي القاي درون شیشه).58(

سین در بسیاري از گیاهان مانند پلوئیدي از کلشیپلی
، بذرالبنج )Hyoscyamus niger()53(بذرالبنج سیاه 

داتوره،)Hyoscyamus muticus) (40(مصري
)Datura stramonium()38(درمنه ،)مریم ، )51

توري،)Salvia miltiorrhiza) (17(گلی
)Lagerstroemia indica()57( پالونیا ،)Paulownia

tomentosa ()48(استفاده شده است ، .
باززایی، پرآوري و القاي رابطه بااز آنجایی که در

اي و واکشت گیاهان محیط درون شیشهپلوئیدي درپلی
این ،اطلاعات کمی در دسترس استتتراپلوئیدي 

برايتکمیل یک پروتکل آزمایشگاهی تحقیق با هدف
سازي باززایی گیاه بذرالبنج مشبک و القاي درون بهینه
اي براي مطالعات زمینهکهپلوئیدي آناي پلیشیشه
. اجرا شداست،بعدي

هامواد و روش
واد گیاهی و کشتم

در آزمایشگاه 1391- 1392هاي این تحقیق در سال
کشاورزي تحقیقاتی کشت بافت گروه باغبانی دانشکده 

بذور بذرالبنج مشبک از .دانشگاه ارومیه اجرا شد
هاي اطراف شهرستان نقده واقع در استان کوهپایه

مشکلاتیبهتوجهبا.آوري شدندآذربایجان غربی جمع
زنی طبیعی بذرهاي بذرالبنج وجودجوانهباطهرابدرکه
12براي شکست خواب فیزیولوژیکی بذور به مدت ارد،د

گرم بر لیتر در میلی250ساعت در تیمار جیبرلین 
دري بذرالبنجبذرهاسپس .شرایط تاریکی قرار گرفتند

دقیقه10مدت بهدرصدسدیم یککلریتهیپومحلول
در محیط مقطر،آبباشوواز شستپسوشدضدعفونی

.درصد آگارکشت شدند7/0حاوي جامدMSکشت 
هاي حاوي بذور در پس از کشت بذور، فلاسک

و دماي شب 25±2هاي رشد با شرایط دماي روز اتاقک
گراد، نور سفید فلورسنت و فتوپریوددرجه سانتی2±22

ساعت تاریکی با شدت نور 8روشنایی و ساعت16
هفته بعد از دودر حدود .ر گرفتندلوکس قرا3000

ریزنمونه صورتها به سی گیاهچهأرشد بذور، نقاط ر
.مورد استفاده قرار گرفتند

بر میزان IAAو BAPبررسی اثر تیمارهاي هورمونی 
اي بذرالبنج مشبکباززایی درون شیشه

این آزمایش به منظور بررسی اثرات نوع و 
رشد گیاهی بر هاي کنندههاي مختلف تنظیمغلظت

باززایی نقاط انتهایی ساقه آزمایشی به صورت فاکتوریل 
.در قالب طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار انجام گردید

فاکتورهاي آزمایش شامل ترکیب هورمون ایندول 
و )میکرومولار2/2و 1/1، 0(استیک اسید در سه سطح 

8/8و 4/4، 0(بنزیل آمینوپورین در سه سطح 
ها به تعداد دوبار در در پایان واکشت. بود) رمیکرومولا

روز یکبار براي فراهم کردن محیط 20فاصله زمانی 
هاي تازه ایجاد شده انجام جدید و جدا کردن گیاهچه

. پذیرفت، میانگین باززایی در تیمارها یادداشت گردید
استقرار گیاهان باززایی شده بذرالبنج مشبک

½MSر محیط هاي باززایی شده دهمه شاخه
ایندول گرم در لیترمیلی5/0زایی همراه با ریشه

دار شده در گیاهان ریشه.بوتیریک اسید قرار گرفتند
70-85شرایط دمایی اتاق سازگاري و در میزان رطوبت 

درصد براي دو هفته قرار گرفتند و سپس به محیط 
.گلخانه منتقل شدند

ايشیشهدرونهايگیاهچهدرپلوئیديپلیالقاي
آزمایشی به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً 

براي هر ) ریزنمونه25هر تکرار (تصادفی در سه تکرار 
هاي منظم و سرشاخه. انجام شد) ریزنمونه75(تیمار 

متر در این آزمایش ریزنمونه یکسان به طول یک سانتی
نیمه جامد MSها در محیط این سرشاخه. انتخاب شدند

سین صد دي متیل سولفوکسید و کلشیدر2حاوي 
و 2/0، 1/0، 05/0، 0هاي نهایی با غلظت(فیلتر شده 

ساعت در 72و 48، 24براي مدت زمانی ) درصد5/0
د تحت شرایط تاریکی قرار گرادرجه سانتی25دماي 
با آب ) دقیقه3-2(بار 3ها سپس سرشاخه.گرفتند

بدون MSو سپس به محیط شده استریل شسته 
گرم بر لیتر آگار و 2/7درصد ساکارز، 3هورمون حاوي 

pH رشد،رويسینکلشیاثر. قرار گرفتند7/5برابر با
ازروز15گذشتازپسهاریزنمونهمانیزندهونمو

تجزیه و تحلیل .گرفتقرارارزیابیموردتیمارهااعمال
و SAS 9.1افزار کامپیوتريها با استفاده از نرمداده

اي ها با استفاده از آزمون چند دامنهایسه میانگینمق
. یک درصد انجام گرفتدانکن در سطح احتمال

میکروسکوپیمطالعات
توسعهوبالغبرگسهها،تراکم روزنهمشاهدهبراي

ازاندازههموسنهمهايبرگممکنحدتاویافته
پلوئیديپلیبهمشکوكگیاهانازیکهرمیانیقسمت

بوته جداهرازوانتخابدیپلوئیدگیاهانبامقایسهدر
اپیدرمازناخن،لاكتکنیکازاستفادهباسپس.شدند
همشاهد.گرفتصورتبردارينمونههاآنزیرینسطح
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نوري میکروسکوپدستگاهبابرداريعکسونمونه
سطحواحددرx40نمایی با بزرگمجهز به لنز مشبک

بهمشکوكتعدادي از گیاهانبه نحوي که،شدانجام
.شدندتفکیکروشاینازاستفادهباپلوئیديپلی

تعیین سطح پلوئیدي
تعیین سطح پلوئیدي گیاهان مذکور از دستگاه براي

,Partec pA(فلوسایتومتر مدل  Germany (استفاده شد .
سین مورد مقایسه اثرات کلشیبرايگیاهان شاهد نیز 

ها مبناي دست آمده از آنهند و پیک باستفاده قرار گرفت
براي این منظور . کار مقایسات حجم هسته قرار گرفت

سازي نمونه براي تزریق به دستگاه مراحل آماده
زیربه شرح پلوئیديفلوسایتومتري و تعیین وضعیت 

حدوداً دو (هاي جوان و رشد یافته از برگ:انجام شد
تر مربع تهیه سپس مسانتی5/0هقطعاتی به انداز) ماهه
کیت Aمحلول (میکرولیتر از بافر استخراج هسته 400

با تیغ به ها اضافه شد وبه این نمونه) Partecدستگاه، 
شدگی بافت جلوگیري شود، مقطع برگی نحوي که از له

سپس محلول سوسپانسیون حاوي.به خوبی خرد گردید
DNAاز فیلترهاي مخصوص دستگاه هگیاهی تهیه شد

میکرولیتر محلول رنگ آمیزي 1600بور داده شد و ع
فنیل ایندول 2-دي آمیدینو-6و 4هسته حاوي 

)DAPI محلول ،Bبه آن اضافه گردید و پس از ) کیت
به . ثانیه براي شمارش به دستگاه تزریق شد30- 60

هسته 5000حجم حداقلطور معمول براي هر نمونه
بادست آمده ههاي بگیري و پیکدستگاه اندازهبا

هاي کروموزم).12(تفسیر گردید Mode Fitافزارنرم
هاي گیاهان دیپلوئید و گیاهانی که با استفاده از سلول

ها مشخص شده روش فلوسایتومتري تتراپلوئید بودن آن
ر مشاهده هاي سیتوژنتیکی به صورت زیطی بررسی،بود

هاينمونهکروموزم از مشاهدهبراي. و شمارش شدند
ابتدا یک .هاي جوان استفاده شدهاي نوك ریشهقسمت
هاي جــوان گیــاهــان جــدا متر از ریشهسانتی

-8مــول میلــی2گردیــد و در محلــول 
ساعت در دماي 5/3- 4کینولین به مدت هیدروکسی

دنبال آن ه ب.گراد قرار داده شددرجه سانتی30-25
م از محلول کارنوي ها در مراحل تقسیبراي تثبیت سلول

حاوي سه قسمت الکل اتیلیک خالص و یک قسمت 
انجامبراي.تیک اسید گلاسیال استفاده گردیداس

حاويظرفدرونهانمونهریشه،هاينمونههیدرولیز
دمايدردقیقه15مدتبهنرمالیکاسید کلریدریک

دادهقرارگرمآبحمامدرونگرادسانتیدرجه60
بهشدههیدرولیزهاينمونهآمیزي،نگربراي.شدند
دمايدرهماتوکسیلینمحلولدروندقیقه50مدت

دادهقرارگرمآبحمامدرونگرادسانتیدرجه60
شدند و در نهایت در زیر میکروسکوپ شمارش 

). 10(ها انجام شد کروموزوم

نتایج و بحث
بر میانگین باززایی IAAو BAPهاي مختلف اثر غلظت

هشاخ
نتایج تجزیه واریانس نشان داد که اثر متقابل بنزیل 
آدنین و ایندول استیک اسید بر میانگین باززایی در 

).1جدول (دار بود سطح احتمال پنج درصد معنی
BAPهاي مختلف مقایسه میانگین مربوط به اثر غلظت

5/1میانگین باززایی با کمتریننشان داد که IAAو
بدون هورمون و MSونه در محیط گیاهچه در هر ریزنم

گیاهچه در هر ریز 13/13ین میانگین باززایی با بیشتر
در ترکیب با BAPمیکرومولار 8/8نمونه در تیمارهاي 

از .گیاهچه مشاهده شد13/13با IAAمیکرومولار2/2
میکرومولار 4/4نظر میانگین باززایی شاخه بین تیمار 

BAP ر میکرومولا1/1در ترکیب باIAA 4/4با تیمار
داري وجود نداشت اختلاف معنیBAPمیکرومولار 

).3و1هايشکل(
اي به وسیله عوامل متعددي از تکثیر درون شیشه

هاي رشد کنندهقبیل نوع، غلظت و نسبت تنظیم
مانند اکسین یا سیتوکنین و تلفیق هر دو که به هدف 

شوند، افزایش و تسریع رشد به محیط کشت اضافه می
ولی نسبت مناسب اکسین ).6(گیرد قرار میتأثیرتحت 

.به سیتوکنین به نوع گونه و ریزنمونه بستگی دارد
اي نسبت ازدیاد گیاهان دولپهمعمولاً تکثیر و

در میــان . بــاشــدها بهتر مــیايلپهبه تک
،)Solanaceae(هاي سولاناسههــا، خانوادهايدولپـه

) Crussulaceae(، کراسولاسه)Begoneaceae(بگونیاسه
تر، تکثیر خیلی راحت) Cruciferaceae(کروسیفره و

هاي زیادي در بین گیاهان یک گونه نیز تفاوت.شوندمی
نتایج ).6(تقسیم سلولی و توان تولید مثلی وجود دارد 
هاي کنندهآزمایش حاضر تاییدي بر نقش مؤثر تنظیم

نتایج برخی از .ها بودزنمونهرشد گیاهی در پاسخ ری
تحقیقات قبلی نیز مؤید این مطلب است که استفاده از 

اي هورمون سیتوکنین در ریزازدیادي درون شیشه
به طوري که در گیاه ،گیاهان کاربرد فراوانی داردبیشتر

5/0و BAPمیکرومولار2/2افسنطین غلظت 
).59(رد ین باززایی را ایجاد کبیشترNAAمیکرومولار 

میکرومولار 2/2حاوي MSدر گیاه ریحان محیط کشت 
BAP میکرومولار 4/1وIAAبرايترین محیط مناسب

همانند نتایج ).18(باززایی مستقیم گزارش شده است 
روي گیاهانی مانند گزارش شده از سایر پژوهشگران

Artemisia(، افسنطین )Ocimum basilicum)5ریحان 

absinthium L()59( ،Oroxylum indicum)7( در این
هاي رشد گیاهی در کنندهتنظیمتأثیرپژوهش نیز 

دار بوده و با نتایج باززایی گیاه بذرالبنج مشبک معنی
.ها مطابقت داردآن
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تیماراعمالازپسهاریزنمونهمانیهزند
مانی زندهدرصدبرسینکلشیمختلفهايغلظتاثر

دار بود درصد معنیال یکریزنمونه در سطح احتم
5/0و 2/0، 1/0، 05/0هاي بین غلظت). 2جدول (

سین در مقایسه با تیمار فاقد آن وزنی کلشی/ حجمی
وجود ها هـــانی ریزنمونـــمداري در زندهتفاوت معنی

.نداشت

اه بذرالبنج مشبکنتایج تجزیه واریانس صفات مورد مطالعۀ باززایی در گی-1جدول 
میانگین مربعات

میانگین باززایی شاخهدرجه آزاديمنابع تغییرات
IAA(2**03/12(ایندول استیک اسید 

BAP(2**84/160(بنزیل آمینو پورین 
)IAA×BAP(4*81/1

1839/0اشتباه آزمایشی
37/8)درصد(ضریب تغییرات 

.باشنددرصد می1و5دار در سطح به ترتیب دهنده وجود اختلاف معنیترتیب نشانبه: **و*

f

cd

b

e

d

b

e

c

a

0
2
4
6
8
10
12
14

I1B1 I1B2 I1B3 I2B1 I2B2 I2B3 I3B1 I3B2 I3B3

خه
شا

ی 
ززای

ن با
گی

میان

تیمار هورمونی

)ندارنددرصدیکاحتمالسطحدردانکنآزموناساسبرداريمعنیاختلاف،شکلهردرمشتركحروفدارايهايمیانگین(
B1= 0 µM BAPI1= 0 µM IAA

B2= 4.4 µM BAPI2= 1.1 µM IAA

B3= 8.8 µM BAPI3= 2.2 µM IAA

بر میانگین باززایی شاخه بذرالبنج مشبکIAAو BAPهاي مختلف غلظتتأثیر- 1شکل 

) درصد67/98(ها مانی گیاهچهین درصد زندهبیشتر
صفر (درصد5/0غلظت آن در کمتریندر تیمار شاهد و 

05/0بین تیمار شاهد و تیمار . مشاهده گردید) درصد
داري وجود مانی اختلاف معنیدرصد از لحاظ زنده

5/0، 2/0، 1/0نداشت، ولی تیمار شاهد با تیمارهاي 
زماناثر. )الف-2شکل(داري را نشان داد تفاوت معنی

درهاگیاهچهمانیزندهدرصدبرسینکلشیتیمار با 
تأثیر). 2جدول(بود دارمعنیرصدداحتمال یکسطح

مانی گیاه ساعت روي عدم زنده72سین در تیمار کلشی
24هاي زمانبین.دار بوددرصد معنی24نسبت به 

تلافخاصفتایندرساعت 48ساعت با زمان
میزان.)ب-2شکل(نگردیدمشاهدهداريمعنی
ساعت 72و 48، 24زمانیتیماردرهاگیاهچهمانیزنده

به .درصد کاهش یافت6/53و 4/58، 6/65به ترتیب 
افزایشطور کلی نتایج آزمایش حاکی از آن بود که با

تیمار درصدزمانکردنطولانیسین وغلظت کلشی
افزایش به دلیلداريها به طور معنیگیاهچهمانیزنده

رشدابتدايدرگیاهان تتراپلوئید. یابدمیکاهشسمیت 
بودند،نامناسبوغیرعاديظاهر بااولیهبرگدوداراي

ازبعديهايگبرهاریزنمونهباززاییازپسکهحالیدر
همانند گیاه شاهد برخوردار معمولیوعادينموورشد

تمایلتربزرگهايطبق نظر پژوهشگران سلول. بودند
تصور .حجم دارندنسبتبهتريکوچکایجاد سطحبه

پلی هايسلولرشدنرخکاهشبههشود این پدیدمی
رشدنرخبرسلولهندسهتأثیرگردد ومنجر پلوئیدي 

ازبرخی).1،29(داردها بستگیرشد آنمحیطبه
وبافتشکل،برگ،اندازهدرشدههاي مشاهدهنظمیبی

اختلالاتباهمراهسلولیتقسیماتنسبت تعدادبهرنگ
دادهنسبتمار شدهتیهايریزنمونهدرفیزیولوژیکی

هاي تحتجمعیتدرمعمولاًنظمیبیچنین.استشده
بهشاید).15،42(شود سین مشاهده میتیمار با کلشی

گیاهان سلولی متابولیسمازنتیجهیکعنوان
نشانتمایلتر آهستهرشد و نموبهپلوئیديپلی
).28(دهند می
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70................ ............................................................هاي باززاشده بذرالبنج مشبکپلوئیدي در شرایط درون شیشه بر گیاهچهپلیبررسی اثرات القاي 

.کمشببذرالبنجمانی گیاهزندهدرصدبرسینکلشیمختلفتیمارهايانزم) ب(وغلظت) الف(اثر- 2شکل 
.ندارنددرصدیکاحتمالسطحدردانکنآزموناساسبرداريمعنیاختلاف،شکلهردرمشتركحروفدارايهايمیانگین

پلوئیدها پس از تیمار با مواد کاهش رشد پلی
لولی به دلیل کاهش و کم شدن تقسیم سضدمیتوزي

است که در نتیجه ایجاد اختلال در میزان اکسین در 
منظور دین ب.مریستمی استتقسیمهاي در حال سلول

ها کاهش میزان تنفس و فعالیت تعداد زیادي از آنزیم
مواد ضد میتوزي باعث ایجاد اختلال در ). 44(یابد می

شود که این امر فرآیندهاي فیزیولوژیکی سلول می
لی و در نتیجه سرعت رشد و نمو سرعت تقسیم سلو

بسیاري از ).39(دهدگیاه را در مراحل اولیه کاهش می
طی ) 9(کاسترو و همکاران محققین از جمله

زا معرفی سین را یک ماده جهشهاي خود کلشیبررسی
هاي مورفولوژیکی و ویژگیات آن را روي تأثیرکردند و 

به )Lolium temulentum(فیزیولوژیکی گیاه چچم
مطابق با مشاهدات حاضر در این پژوهش .اثبات رساندند

از طریق تیمار ) 31(منش و همکاران در این باره،و 
هاي سین توانستند از نظر ویژگیکنجد با کلشیهايبذر

هاي فیزیولوژیکی چنین از نظر ویژگیمورفولوژیکی و هم
در گیاهان حاصله در مقایسه با گیاهان دیپلوئید تفاوت 

.یجاد کنندا
مقایسه تراکم روزنه در گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید
متر نتایج حاصل از مقایسه تراکم روزنه در یک میلی

مربع از نقاط مختلف موجود در سطح پشت برگ 
ونه نم10نمونه از گیاهان دیپلوئید و 10در ) آباکسیال(

ها، نشان توسعه کامل برگاز گیاهان تتراپلوئید درمرحله
داري در سطح احتمال یک درصد داد که اختلاف معنی

در تعداد روزنه در واحد سطح برگ بین گیاهان دیپلوئید 
، به طوري که )3جدول (و تتراپلوئید وجود داشت 

هاي دیپلوئید برابر با میانگین تراکم روزنه در نمونه
هاي متر مربع و در نمونهعدد در یک میلی8/181

متر مربع بود عدد در یک میلی52تتراپلوئید برابر با

میزان تراکم روزنه در یک نمونه 4شکل ). 3جدول(
متر مربع از دیپلوئید و یک نمونه تتراپلوئید در میلی

نمایش را x40نمایی واحد سطح پشت برگ با بزرگ
هاي پلوئیدي اثرات قابل توجهی در بیان ژنپلی.دهدمی

بب خاموش شدن، که سبه طوري.دو برابر شده دارد
این تغییرات .شودکاهش و یا افزایش بیان یک ژن می

پلوئیدي و یا با گذشت چند نسل تواند با شروع پلیمی
در پلوئیديافزایش سطح).1(پس از ایجاد آن، رخ دهد 

ازساختاريوآناتومیکیتغییراتباعثاغلبهسته
درکلروپلاستتعدادوسلولهاندازروزنه،تراکمقبیل
به کنندهیزها ابزار متماروزنهتراکم ).22(گرددمیسلول

در یديبا سطوح مختلف پلوئیاهاندر گرود شمار می
که ، مورد استفاده قرار گرفته استیگردیاهانانواع گ
در یــدوئــتتراپلیاهانها در گروزنهتراکمدرکاهش

لــه وسیه یپلــوئیــد بــدیــاهــانگمقـــایســه بــا
و گائودــقق ماننـمحیــندــچنياــهیافته

و تائو،Scutellaria baicalensisدر ) 16(همـــکاران 
در آلـــوکاسیـــاي زینتــــی ) 47(همکاران 

)Alocasia Amazonica(و همکاران ، شهریاري احمد
Hyoscyamus muticus(در بذرالبنج مصري ) 40( L. (

تراکممیزاننیزحاصلتحقیقدر.گزارش شده است
دیپلوئیدگیاهانبهنسبتمربعمترمیلیهردرروزنه

) 33(همکارانامید بیگی و.داشتداريمعنیکاهش
هاينمونهدرهاروزنهتراکممیانگینکهنمودندگزارش

ومربعمترمیلییکدرعدد8/20دیپلوئید گیاه ریحان
مترمیلیدرعدد58/7بابرابرتتراپلوئیدهاينمونهدر

انــاهــگیرويکهمطالعاتیدرچنینهم.باشدمی
بی ــبادرشیدــلوئــتراپــتودــلوئیـدیپ

)L.Dracocephalum moldavica(گرفتانجام
هاينمونهدرهاروزنهتراکممیانگینکهشدمشخص

ب الف
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میزاننیزحاصلتحقیقدر درعدد63/395دیپلوئید
گیاهانبهنسبتمربعمتریلیمهردرروزنهتراکم

همکارانامید بیگی و.داشتداريمعنیکاهشدیپلوئید
درهاروزنهتراکممیانگینکهنمودندگزارش) 33(

یکدرعدد8/20دیپلوئید گیاه ریحانهاينمونه
58/7بابرابرتتراپلوئیدهاينمونهدرومربعمترمیلی
کهمطالعاتیدرچنینهم.باشدمیمترمیلیدرعدد
بادرشبی تتراپلوئیدودیپلوئیدگیاهانروي

)L.Dracocephalum moldavica(گرفتانجام
هاينمونهدرهاروزنهتراکممیانگینکهشدمشخص
درومربعمترمیلییکدرعدد63/395دیپلوئید

یکدرعدد68/195بابرابرتتراپلوئیدهاينمونه
همانند نتایج گزارش شده از ).34(باشد میمترمیلی

پلوئیدي بر پلیتأثیرسایر پژوهشگران در این تحقیق نیز 
دار بود و میزان تراکم روزنه گیاه بذرالبنج مشبک معنی

.با نتایج محققیان قبلی مطابقت دارد

سین بذرالبنج مشبکهاي تیمار شده با کلشیمانی گیاهچهنتایج تجزیه واریانس زنده-2جدول 
میانگین مربعات

ماندهمیانگین گیاهچه باقیدرجه آزاديمنابع تغییرات 
26968**4غلظت
912**2زمان

8ns192)زمان×غلظت(
60112اشتباه آزمایشی
87/17)درصد(ضریب تغییرات 

nsباشندیدرصد م1حتمال دار در سطح ایدار، معنیدهنده عدم وجود اختلاف معننشانیببه ترت: **و.

.باززایی گیاه بذرالبنج مشبک) ب(ها براي باززایی مرحله اعمال تیمار روي سرشاخه) الف(مراحل باززایی - 3شکل 

یافته بعد از تیمار توسط ییرتغهايیاهچهگارزیابی
سینکلشی
درصدبرسینکلشیمختلفهايغلظتاثر

درصدینبیشترشان داد اي تغییر یافته نهگیاهچه
درصد با میانگین 1/0اي تغییر یافته در تیمار هگیاهچه

غیرطبیعی گیاهچهکمترینو ) درصد40(گیاهچه 30
به جز .آمدبه دست) صفر درصد(در تیمار شاهد 
که سبب (درصد 5/0درصد و 05/0تیمارهاي شاهد، 

بقیه تیمارها سبب ایجاد ) ها گردیدمرگ همه گیاهچه
هاي شناسایی گیاهچه. هاي تغییر یافته شدنداهچهگی

هاي و ویژگیمشخصاتتغییر یافته با بررسی
خیر در رشد، تفاوت در مساحت، أمورفولوژیکی از قبیل ت

هاي تیره، ضخامت، شکل و رنگ برگ، همچون برگ
تغییر شکل یافته، چروك و ضخیم پس از اعمال تیمار 

تیمارزمانوسیناثر متقابل غلظت کلشی.همراه بود
هاي تیمار شده با نشان داد که در بین گیاهچه

ها در تیمار با ین تغییر در گیاهچهبیشترسین کلشی
18ساعت با میانگین 48سین و زمان درصد کلشی1/0

تغییر در کمترینمشاهده گردید و ) درصد72(گیاهچه 
ساعت 72هاي درصد در زمان2/0ها در غلظت گیاهچه

زماناثر.دست آمدهب) درصد4(گیاهچه1گین با میان
ي تغییر یافته نشان داد هاگیاهچهبرسینکلشیتیمار

ساعت درصد 48به 24از تیمارزمانکه با افزایش 
گیاهان تغییر یافته افزایش یافت، اما با افزایش زمان 

ساعت، تعداد گیاهان تغییر یافته 72تیمار و رسیدن به 
که تعداد کاهش یافتند، به طورييگیرچشمبه طور 

گیاهچه 21ساعت48گیاهان تغییر یافته در زمان 
4/10(گیاهچه 13ساعت 72و زمان ) درصد8/16(

یافتهتغییرگیاهانتعدادشمارشالبته.بودند) درصد
تیمار با بعد ازروز15(ها گیاهچهبقاءشمارشازپس

ازبرخیترتیباینبه.صورت پذیرفت) سینکلشی
5/0(بالايهاغلظتدرکهايیافتهتغییرهايگیاهچه

ب لفا
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میرو مرگاثردرسینکلشیمحلولباتیمار) درصد
شمارشرفتند،بینازتیمارهاایندرسمیتازناشی

ساعت48هايزماناثرظاهربهدلیلهمینبه.نشدند
افزونیشاخصاینمیزانبردرصد1/0يهاغلظتو
.استفتهیا

ارزیابی تغییرات پلوئیدي
کروموزم از نوك همشاهدبرايدر این بررسی، 

نتایج نشان .هاي جوان و رشد یافته استفاده شدریشه
هاي سوماتیکی در هاي سلولداد که تعداد کروموزم

بذرالبنج مشبک در مقایسه )68x=2(گیاهان تتراپلوئید 
شده است دو برابر )34x=2(با گیاهان دیپلوئید 

دستگاهازآمدهدست هبهايپیکبراساس).5شکل(

و یپلوئیددسته ددودر یاهانگ، فلوسایتومتري
ور که در نتایجهمانط، قرار گرفتندیدتتراپلوئ

1Gپیک فاز موقعیتشود فلوسایتومتري دیده می
قرار دارد 72هاي گیاهان تتراپلوئید در کانال سلول

گیاهان شاهد این پیک در که در در حالی).7شکل (
7طور که در شکلدر ادامه همان. باشدمی36کانال 

در 2Gشود، در گیاهان تتراپلوئید پیک فاز دیده می
دو برابر DNAحاکی از مقدار قرار دارد که 144کانال 

که این در حالیهاي دیپلوئید است ها نسبت به نمونهآن
بیانگر دارد کهقرار72پیک در گیاهان شاهد در کانال 

).6شکل (باشد مضاعف شده میDNAبا هايهسته

متر مربع در گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید بذرالبنج مشبکدر یک میلیمقایسۀ میانگین تراکم روزنه-3جدول
)mm2(میانگین تراکم روزنه ±خطاي استاندارد تعداد نمونهسطح پلوئیدي

x2(10a33/24±8/181(دیپلوئید 
x4(10c48/9±52(تتراپلوئید 

.باشدداري میفاقد تفاوت معنیDMRTدرصد آزمون 1هاي با حروف مشابه در هر ستون، در سطح احتمال میانگین

تصادفی از چند صورتبهشمارش (مشبک بذرالبنجتتراپلوئید)ب(دیپلوئید ) الف(گیاهدرهاروزنهتراکماندازهمقایسه- 4شکل
).شمارش شدندx40نمونه توسط میکروسکوپ نوري مجهز به لنز مشبک با زوم 10منطقه به تکرار 

.بذرالبنج مشبک) ب(تتراپلوئید و) الف(شمارش کروموزومی از قسمت نوك ریشه در گیاهان دیپلوئید - 5شکل

بالف

بالف
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.بذرالبنج مشبک) X2(دیپلوئید ) فلوسایتومتري مربوط به گیاهان الفهاي بدست آمده ازپیک-6شکل

.بذرالبنج مشبک) x4(هاي بدست آمده از فلوسایتومتري مربوط به گیاهان تتراپلوئیدپیک- 7شکل

البنج داراي در آزمایش حاضر گیاهان دیپلوئید بذر
با نتایج بودند که این نتایج )n2=34(عدد کروموزوم 34

که ) 41(آمده از تحقیق شیدایی و همکاران دست هب
عدد گزارش 34این گیاه که را کروموزومیشمارش 

. اند، مطابقت داردکرده
نتایج حاصل از آنالیز فلوسایتومتري نشان داد که در 

سین به خوبی توانست اکثر تیمار کلشیمطالعهاین 
سببه همین ب.هاي تیمار شده را متاثر نمایدگیاهچه

میکسوپلوئید و (پلوئیدي اي گیاه پلیدرصد قابل ملاحظه
از جمله عوامل .مختلف ایجاد گردید) تتراپلوئید

توان به ها میگذار در دو برابر شدن کروموزمتأثیر
ریز نمونه، عامل ضد میتوزي، خصوصیات ژنتیکی، نوع

مدت زمان تیمار، غلظت عامل ضد میتوزي، شرایط 
موفقیت ).13،24،36(نمونه اشاره نمود ریزکشت، سن 

و در دو برابر شدن کروموزم بستگی به نفوذپذیري بافت
هاي هاي ضد میتوزي به بخشقابلیت انتقال عامل

مسئولمرکزيمنطقهکهاز آنجایی).3(دارد مریستم
برابردوبنابرایناست،انتهایی ساقههايسلولتولید
بافتایجادباعثناحیهایندرهاکروموزومکردن

تیمار شدهمنطقهدرانتهاییپلوئیدپلی

در خالصپلوئیدپلیگیاهانرسدمینظربه.گرددمی
هايسلولمناسبوموفقشدنبرابردونتیجه
مرکزي در منطقهبافتیهايلایهتمامشده درتیمار

باگیاهانیدر نهایتکهآیندمیبوجودناحیه مریستمی
).23(شود تولید میهمگنتتراپلوئیدهايسلول
سین با در واقع کلشیگزارش کرد که ) 20(گوپتا

هاي دوك در هنگام تقسیم جلوگیري از تشکیــل رشته
ها در مرحلۀ متافاز شود که سلولسلولی سبب می

متوقف شده و وارد مرحلۀ آنافاز نشوند و در نهایت با 
تلوفاز در فرآیند تقسیم که مراحل آنافاز و توجه به این

سلولی حذف شدند، این فرآیند باعث تجمع تمامی 
سنتز چرخه سلولی دو برابر ههایی که در مرحلکروموزم

ایجاد گیاهان .شده بودند در یک سلول گردید
پلوئید از این نظر که مریستم گیاهان از میکسو
هاي زیادي تشکیل شده و ممکن است تمایل سلول

ها متفاوت باشد دور از نیز در آنسین جذب کلشی
از عوامل دیگر دخیل در تولید ).26،45(باشد انتظار نمی

سین بر به سزاي کلشیتأثیرپلوئید، گیاهان میکسو
پلوئیدي به دلیل پلی.هاي در حال تقسیم استسلول

هاي نمونه رخ که به طور مساوي در تمام سلولاین

100x = %4

100x = %2 100x = %2
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پلوئیدي را نیز به همراه خواهد داشت دهد میکسونمی
درصدبهباتوجهکهداد نشانحاضر آزمایشتایجن).52(

بالايهايتغلظدرهاریزنمونهمیرومرگمیزانبالاي
پلوئیديالقاءبرايسین شیکلتیماربهترین،سینشیکل
دست آوردن ه براي بگیاهدرپلوئیديسطحتغییرو

درصد به 1/0پلوئیدي تیمار ی از گیاهان پلییمیزان بالا

طور مؤثري ه سین بت است و کلشیساع48مدت 
گیاهان این.پلوئید در این گیاه را داردالقاي پلیقابلیت

بااصلاحیهايبرنامهبرايجدیدابزاریکتتراپلوئیدي
هاگونهایندرداروییترکیباتتولیداتافزایشهدف
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Effects of in Vitro Polyploidy Induction on Regenerated Plantlets of
Lattice Henbane (Hyoscyamus reticulatus L.)

Seyyed Hadi Madani1, Bahman Hosseini2, Esmail Dehghan3 and Esmail Rezaei Chiyaneh4

Abstract
Henbane lattice (Hyoscyamus reticulatus L.), is one of the most important medicinal herbs of

the solanaceae family which due to having Tropane alkaloids, frequently used in medicinal
industry. Medicinal plant Regeneration, proliferation and In vitro ploidy induction are one of the
interesting issues in biotechnology and plant tissue culture. This study was arranged as a
completely randomized factorial design with Two Factors, BAP in three levels (0, 4.4, 8.8 µM)
and IAA in three levels (0, 1.1, 2.2 µM) with three replications. Then, In vitro polyploidy
induction in regenerated plants was surveyed by 5 different concentrations of colchicine at
(0.00, 0.05, 0.1and 0.2 %) at various exposure times (24, 48 and 72 h). in order to determining
plant ploidy level, microscopic, flow cytometry and chromosome counting were performed. The
results showed that after six months; the best results (13.13 plantlet in each explants) were
obtained in 8.8 µM BAP combined with 2.2 µM IAA. Flow cytometry study results showed that
highest polyploid plants (72%) were obtained in 0.1% colchicine with 48 h exposure times.
Polyploidy induction was associated with significant changes in plant characteristics. The
chromosome number of diploid plants was 2n = 2x = 34 and in tetraploid plants was 2n= 4x
=68. Therefore, can say that colchicine effectively induce polyploidy in the plant.

Keywords: Colchicine, Flow Cytometry, Hyoscyamus reticulatus L., In vitro, Tetraploidy
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