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  چکیده

هاي ثانویه متابولیت تولید ابلیتق افزایش منظور به دارویی گیاهان نژاديبه هايروش از یکی زاپلوئیدي با استفاده از مواد شیمیایی جهشالقاء پلی
 گیاه در پلوئیديباشد. به منظور بررسی تاثیر تیمار کلشیسین بر القاء پلیپلوئیدي گیاهان میزا در القا پلیکلشیسین موثرترین ماده شیمیائی جهشاست. 
 ،05/0 صفر،( سه فاکتور کلشیسین تصادفی با لاًپژوهشی به صورت فاکتوریل در قالب طرح کام (Trigonella foenum-graecum) شنبلیله دارویی

تکرار انجـام شـد. در ایـن     3در ) انتهایی مریستم و ریشه مریستم بذر،( و نمونه) ساعت 72 و 48  ،24 ،12( حجم)، زمان به وزن درصد 5/0 ،2/0 ،1/0
ها نشان داد . بررسیشدانتهایی و ریشه ارزیابی جوانه هاي بذر، مانی، میکسوپلوئیدي و تتراپلوئیدي در نمونهدرصد صفات زنده آزمایش اثر کلشیسین بر

انتهایی است و بالاترین درصد میکسوپلوئیدي  جوانهکلشیسین براي نمونه  درصد 05/0 غلظت به مربوط مانیکه بعد از تیمار شاهد بیشترین درصد زنده
 و فلوسـایتومتري  مورفولـوژیکی، سـیتوژنتیکی،   هـاي باشد. نتایج بررسـی سین میدرصد کلشی 2/0و  1/0انتهایی با غلظت تیمار جوانه مربوط به نمونه 

ساعت موثرترین تیمـار در القـاء تتراپلوئیـدي در گیـاه      72درصد کلشیسین در مدت زمان  5/0انتهایی در غلظت جوانه  نمونه که داد نشان بیوشیمیایی
 .در گیاه تتراپلوئید نسبت به گیاه دیپلوئید شنبلیله بود هاي ثانویهتابولیتافزایش م بیانگرGC/MS  شنبلیله است. همچنین نتایج حاصل از

 
   میکسوپلوئیدي -ايگازي توده کروماتوگرافی -فلوسایتومتري -هاي کلیدي: تتراپلوئیديواژه

  
    1 مقدمه

 یکسـاله،  گیـاهی (Trigonella foenum–graecum)  شـنبلیله 
، زراعـی  دارویـی،  گیاه یک وانبعن که باشدمی بقولات تیره از و علفی

). ایـن گیـاه   1( اسـت  فـراوان  اهمیت حائز بهداشتی و آرایشی مرتعی،
 خراسـان،  فـارس،  اصـفهان،  آذربایجان، در بیشتر بوده و ایران بومی

 ضـد  دیـابتی،  ضـد  خـواص  شنبلیله داراي روید.می و دامغان سمنان
بوده  ضد میکروبی، ضد التهاب و تسکین دهنده درد مفاصل سرطان،

و  14، 3است ( ها و اسیدهاي آمینهسرشار از پروتئین، انواع ویتامینو 
هاي شـنبلیله   نتایج مطالعات سیتوژنتیکی انجام شده روي گونه). 26
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 2n= 2x=16برابـر  هادر کلیه گونهتعداد کروموزوم ها که  هداد نشان
   ).33است (

سیاري از ب نژاديبهتوانمندي در  ، ابزاردست ورزي سطح پلوئیدي
تیمار کلشیسین یکی از ). 22( استاز جمله در گیاهان دارویی گیاهان 

پلوئیدي در گیاهان  القاء پلی هایی است که اغلب برايترین روشرایج
زاي دیگـر تغییـرات   شود و نسـبت بـه مـواد جهـش    از آن استفاده می

بـالاتري ایجـاد   فراوانی گیاهان جهـش یافتـه   مورفولوژیکی بیشتر و 
 هـاي مسـتقیم  به منظور تعیین سطح پلوئیـدي از روش ). 29( ندکمی

ــایتومتري ( ــوزوم و فلوس ــمارش کروم ــین از روش) ش ــاي و همچن ه
هـاي روزنـه، تعـداد    گیري طـول و عـرض سـلول    اندازه(غیرمستقیم 

) هـاي محـافظ روزنـه و مشـاهدات مورفولـوژیکی     کلروپلاست سلول
 با پلوئیديیپل القاء اهی،گی هايگونه اغلب در). 38( گردداستفاده می

هاي رویشی پررشـدتر را  اماند تولید توانایی ها،سلول اندازهیش در افزا
هـاي  هاي رویشی منبـع بسـیاري از متابولیـت   اندام. استسبب شده 

پلوئیدي درگیاهان اغلب  القاء پلی). 2ثانویه با ارزش تجاري هستند (
از . همچنین  شودز میهاي جدید با کیفیت متمایموجب تولید واریانت

هاي ژنی برابر شدن سطح کروموزومی، افزایش تعداد نسخه طریق دو
مؤثره و افزایش جثه گیاه، موجب بیشتر شدن بیان کننده ترکیبات مواد
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  ). 41( شودترکیبات ثانویه و دارویی آن می
اي در گونه) در پژوهشی گزارش کردند که 20و همکاران ( لاوانیا

. افزایش سطح پلوئیدي موجب افزایش مواد مؤثره گردیدعلف لیمو از 
مقایسه با والدین  در) Mentha arvensis(پونه دشتیپلوئید گیاه پلی
 Mentha( گونـه  داشته ولی دربیشتري درصد اسانس  30 ،دیپلوئید

spicata( گزارش شـده اسـت کـه     .میزان اسانس کاهش یافته است
 گلـی، فلاونوئیـدها و   و مـریم نـه  وتتراپلوئیدهاي دو گیاه دارویـی باب 

کنند، همچنین ترپنوئیدهاي بیشتري نسبت به حالت دیپلوئید تولید می
درصد بیشـتر از دیپلوئیـد آن    20میزان آرتمیزین در درمنه تتراپلوئید، 

   ).16و  15( گزارش شده است
هاي براي استخراج و ارزیابی ترکیبات موثره دارویی فرار از روش

روش میکرواستخراج ها ن استفاده نمود که از میان آنتوامختلفی می
بسیار قدرتمند براي آماده سـازي  ساده اما روشی  )SPME( فاز جامد

نمونه است که تغلیظ، استخراج و ورود نمونه به دستگاه کروماتوگرافی 
لیتر نمونه، تنها چند میلیدر این روش  .دهدرا در یک مرحله انجام می

هـاي شـیمیایی، زیسـت دارویـی،     ده سازي نمونهدر آمای است و فاک
به طـور معمـول ارزیـابی     .)17( محیطی و غذایی کاربرد فراوان دارد

-GCها در گیاهان دارویی توسط دسـتگاه  ترکیبات فرار مانند اسانس
MS در دسـتگاه  شود. انجام میGC-MS      اجـزاي یـک مخلـوط بـه

و پس از حذف  هشدترتیب توسط یک ستون کروماتوگرافی از هم جدا 
سنج جرمی شـده و بواسـطه تولیـد    گاز حاصل، وارد منبع یونش طیف

هاي الکتریکی پرقدرت، اقدام به شناسایی کمی و کیفی اجزاي میدان
در  ).18گـردد ( مخلوط بر اساس نسبت بار الکتریکی به جرم آنها می

پژوهشی با تهیه نمونه خشک و آسیاب شـده از بـرگ گیـاه آویشـن     
ترکیـب فـرار در ایـن     GC-MS، 29و  SMPEکنیک هاي بوسیله ت

  ). 31گیاه شناسایی شد (
سـطح  هدف از این مطالعه، بررسـی تـأثیر تیمـار کلشیسـین بـر      

و  ،مورفولـوژیکی هاي سـیتوژنتیکی،  ویژگیبرخی مقایسه پلوئیدي و 
  باشد.دیپلوئید نسبت به تتراپلوئید میگیاه شنبلیله بیوشیمیایی 

 
  هامواد و روش

هـاي  از تـوده ) Trigonella foenum - graecum( ر شنبلیلهبذ
ایـن پـژوهش بـه صـورت آزمـایش       بومی استان کرمانشاه تهیه شد.

تکرار انجام شد. آزمایش  3فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی در 
 مریسـتم  و ریشه مریستم بذر،( سطح سه در نمونه فاکتورهاي شامل

 5/0 ،2/0 ،1/0 ،0/ 05 صفر،( حسط 5 در کلشیسین غلظت ،)انتهایی
 ،24 ،12( سطح چهار در کلشیسین تیمار زمان و) حجم به وزن درصد

گروه  3در این آزمایش جهت اعمال تیمار، تعداد  .بود) ساعت 72 و 48
آزمـایش شـامل سـه    تایی نمونه براي هر تیمار در نظر گرفته شد.  5

 :بودقسمت 

  بذر تیمار
دقیقه  10به مدت سدیم یک درصد توسط هیپوکلریت ابتدا بذور 

 کلشیسین هاي تهیه شدهدر محلول پس از شستشو، وشده ضدعفونی 
قرارداده شدند. پس از سپري شدن زمان  (ساخت شرکت مرك آلمان)

درجـه   28(ژرمینـاتور   بـه  وکلشیسین، بذرها به خوبی شستشو  تیمار
جهـت   هریش ـ ، بخش انتهـایی  روز 4گراد) منتقل شدند. بعد از سانتی
 در هـا جوانـه  و جـدا  پلوئیدي سطح تعیین و هاکروموزوم آمیزي رنگ

 .شدند کشت گلخانه در هاییگلدان
  
  ریشه تیمار

هـایی حـاوي   بذور در ابتدا ضدعفونی و بعد از شستشو در گلـدان 
شستشـو،   برگی) و 3پس از رشد گیاهچه (مرحله  .پرلیت کشت شدند

افزایش جـذب و نفـوذ    . برايدها به تیمار کلشیسین منتقل شدنریشه
محلول کلشیسین این عمل زمانی صورت گرفت که از آخرین آبیاري 

ها به آب نیاز داشتند. عمل انتقـال  ها مدتی گذشته و گیاهچهگیاهچه
ها به تیمار کلشیسین در زیر نور لامپ انجام شد تا تبخیـر و  گیاهچه

گردد. پس از  و محلول کلشیسین بهتر جذبیافته تعرق گیاه افزایش 
ها از داخل محلول خـارج شـده و بـه    گذشت مدت زمان تیمار، ریشه

هایی حـاوي پرلیـت و   گلدان بهدقیقه شستشو شدند، سپس  10مدت 
بـرداري از ریشـه   روز بعد از کشت، نمونـه  15. شدند منتقلکوکوپیت 

هایی بزرگتر حاوي ماسه، پرلیت و کود انجام گرفته و گیاهان به گلدان
 14درجه با دوره روشنایی  28انتقال و در دماي  1:1:1به نسبت دامی 

 .ساعت نگهداري شدند
  
 انتهایی جوانه تیمار

اي هـاي پنبـه  گلولـه  هـا، روز بعد پس از خـروج کوتیلـدون   هفت
انتهایی قرار داده شد.  جوانهکوچک آغشته به محلول کلشیسین، روي 

دور گلدان  ،ایینبههاي پتبخیر و خشک شدن گلولهاز  جلوگیريبراي 
ها با کیسه هاي پلاستیکی پوشانیده شد و پس از گذشت مدت زمان 

روز پس از اعمال  15انتهایی به خوبی شستشو شدند.  هايجوانهتیمار 
 ها نمونهها از ریشهکروموزوم ها به منظور بررسی تعدادتیمارها از ریشه

رگتر حـاوي ماسـه،   هایی با ابعاد بزها به گلدانبرداري شد و گیاهچه
  .ندمنتقل شد 1:1:1نسبت   خاك و کود دامی به

  
  ارزیابی سطح پلوئیدي از طریق فلوسایتومتري

هـاي جـوان گیـاه توسـط دسـتگاه      بـرگ  آنالیز سـطح پلوئیـدي  
انجـام   HBO مجهز به لامپ ،)Germany, Partec( يفلوسایتومتر

ت برگی از اي، به مقدار مساوي بافشد. جهت تهیه سوسپانسیون هسته
هاي بدون رگبرگ از هاي سوم و چهارم از بالا و ترجیحا قسمتبرگ

) و گیاه استاندارد (رزتتراپلوئید)، به 2n گیاه نمونه،گیاه شاهد (شنبلیله
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متر مربع برداشته شد. بافت نمونه در پتـري  سانتی 5/0مقدار تقریبی 
لق به میکرولیتر بافر استخراج هسته متع 400دیش پلاستیکی حاوي 

با استفاده از تیغ تیز خرد شدند. سپس به  قرار گرفته و Partec شرکت
اضافه و توسـط   DAPI  میکرولیتر محلول فلوروکروم 1600ها نمونه
هاي صاف شده به داخل نانومتري فیلتر شدند. آنگاه نمونه 500فیلتر 

لوله پلاستیکی متعلق به دسـتگاه فلوسـایتومتري منتقـل و وضـعیت     
هاي مورد نظر بررسی گردید. سپس داده ها توسـط  در بافت پلوئیدي
 .شدآنالیز  Fit LT 3.1نرم افزار

  
  سیتوژنتیکارزیابی سطح پلوئیدي از طریق 

هـا توسـط تیـغ اسـکالپل     چهابتدا قسمت کوچکی از انتهاي ریشه
تیمـار آلفـا   محلـول پـیش   بـه سـاعت   4و براي مدت شد  ش دادهبر

هـا از  تقل شدند. پس از خارج کردن ریشهدرصد من 5/0برومونفتالین 
تیمار، به مدت یک ساعت شستشو و در محلول تثبیـت   محلول پیش

 1درصـد و اکسـیدکرم    40فرمالدهید  1به  1(نسبت  کننده لویتسکی
سـاعت،   24تـا   20 درصد) در یخچال نگهداري گردیدند و با گذشت

هـا در  دقیقه در آب جاري شستشو داده شـدند. ریشـه   30براي مدت 
دقیقه در حمام آبی  20محلول سدیم هیدروکسید یک نرمال به مدت 

دقیقـه   2درجه سانتی گراد هیدرولیز و پس از شستشو بـه مـدت    60
( پـودر هماتوکسـیلین، اسـید     رنگ آمیزي با رنگ استوهماتوکسیلین

صورت گرفت. در مرحلـه آخـر    (III)) استیک و آمونیوم سولفات آهن
شمارش کرومـوزوم   ،اسکواش رار داده شد و بعد ازها روي لام قنمونه

 .انجام شد 40x توسط میکروسکوپ، با بزرگنمایی
هاي برخی از صفات مورفولوژیکی توسط خط کـش و  گیرياندازه

 -گیري میزان فنل کل از معرف فولین کولیس انجام شد. براي اندازه
نحنـی  ) استفاده شد و میزان فنـل کـل در مقایسـه بـا م    36سیکالتو (

استاندارد اسید گالیک محاسـبه شـد. همچنـین بـراي تعیـین میـزان       
) استفاده شد. به منظور تعیین فعالیت آنتی 5کلروفیل، از روش آرنون، (

میلی مولار با حل کردن مقدار  05/0اکسیدانی ابتدا محلول با غلظت 
پیکریل هیدرازیل در مقـدار   -1-دي فنیل-2و 2میلی گرم از ماده  2

درصد بدست آمد. این محلول بـراي انـدازه    85لیتر متانول یمیل 100
هـاي  گیري درصد بازدارندگی به صورت روزانه تهیه گردید. از نمونـه 

 500قبلی که براي  سنجش میـزان فنـل اسـتفاده شـده بـود مقـدار       
میکرو لیتر آب  250میکرولیتر برداشته و پس از مخلوط شدن با مقدار

 5شد. آنگاه عمـل سـانتریفیوژ بـه مـدت     هایی ریخته در درون تیوب
میکرولیتر  5/37دور در دقیقه) انجام شد. سپس مقدار  10000دقیقه (

اضـافه   DPPHمیکـرو لیتـر    5/1462و بـه آن  برداشت از این نمونه 
بلافاصله پس از تکان دادن میزان جذب کارتنوئیـد در طـول    .گردید
، 100(مـدل کـري    نانومتر بـا اسـتفاده از اسـپکتروفوتومتر    515موج 

  اکسیدانی تعیین گردید. واریان، آمریکا) قرائت و ظرفیت آنتی

 وSMPE  استخراج ترکیبـات فـرار بـا اسـتفاده از روش    
   GC/MSتوسط جداسازي و شناسایی ترکیبات

در از آن هاي خشـک شـده یـک گـرم     بعد از آسیاب کردن برگ
 500با در پوش تفلونی ریخته شـد. آنگـاه    SMPE ظرف مخصوص

 60 دقیقه در دماي 15میکرو لیتر آب دیونیزه به آن اضافه و به مدت 
گراد تحت امواج فرا صوت قرار گرفت. در مرحله بعد فیبر درجه سانتی

دقیقـه در فضـاي    40را به مـدت   PDMS نامبا  SMPE مخصوص
فوقانی  گذاشته تا جذب صورت گیرد. در نهایت فیبر را به آرامی درون 

کشیده و بلافاصله براي عمل واجذب به محل تزریق  نگهدارنده فیبر
براي شناسایی ترکیبـات از دسـتگاه    .منتقل گردید GC/MS  دستگاه

 جرمـی  متصـل بـه دتکتـور    Agilent 6890 N کروماتوگرافی گازي
Agilent 5973 N     که نـوع سـتون در آن بـا HP-5  داراي سـتون 

خامت لایه فاز میکرون و ض 25متر و قطر داخلی  30 به طول موئینه
 و تزریـق بـه صـورت    اسـتفاده شـد   بـود  میکـرون  25/0ساکن برابر 

Splitless  .انجام گرفت  
  

  درصد زنده مانی
به منظور بررسی درصد زنده مانی بوته هاي کاشته شده نسـبت  

به تعـداد نهـال هـاي    (S) هاي باقیمانده در پایان آزمایش تعداد بوته
منظـور و مـورد تجزیـه و     (SP)به صورت درصد زنده مـانی  (n)اولیه

  تحلیل قرار گرفت.
SP=S/n×100 

اطمینـان از نرمـال بـودن     برای SPSSو SASافزارهاي از نرم 
تیمارهـا بـه روش آزمـون چنـد      داده،ها، همچنین مقایسـه میـانگین  

اي دانکن استفاده شد. مقایسه میانگین صـفات مورفولـوژیکی و   دامنه
درصد انجام  1دار در سطح معنی tمون بیوشیمیایی نیز با استفاده از آز

  شد.
  

  نتایج و بحث
مانی نشان داد نتایج جدول تجزیه واریانس براي صفت درصد زنده

تمامی اثرات به جز دو مورد (اثر متقابل نمونه در زمان و اثـر متقابـل   
مانی در گانه نمونه در کلشیسین در زمان) براي صفت درصد زندهسه

بررسی جدول تجزیـه واریـانس    همچنینند. دار شدمعنی 01/0سطح 
صفت میکسـوپلوئیدي نشـان داد کـه عوامـل اصـلی شـامل نمونـه،        

معنی دارند. همچنین در بین تمامی  01/0کلشیسین و زمان در سطح 
اثرت متقابل، اثر متقابل نمونه در کلشیسین و کلشیسین در زمـان در  

داري تفاوت معنیبسیار معنی دار شد و بقیه اثرات متقابل  01/0سطح 
 ).1را نشان ندادند (جدول
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  هاي بذر، ریشه و جوانه انتهایی گیاه شنبلیلهمانی نمونهنتایج تجزیه واریانس اثر کلشیسین بر درصد زنده -1جدول

Table1-ANOVA for the effect of colchicine on viability percentage of seed, root and terminal bud samples of fenugreek  
  )MS(میانگین مربعات

  منابع تغییر  dfدرجه آزادي 
Treatments  درصد میکسوپلوئید  

Mixoploid percentage  
 مانیدرصد زنده

Viability percentage  
 نمونه  2 0.83 ** 0.28**

Sample  
 کلشسین  4 0.62**  0.15**

 Colchicine  
 زمان  3 0.12* 0.046**

Time  
 کلشیسیننمونه  8 0.05** 0.034**

 Colchicine × Sample  
ns 0.007 ns0.02 6  نمونهزمان 

Sample× Time  
 زمانکلشیسین  12  0.03**  **0.042

 Colchicine × Time  
ns0.011 ns0.017 24  نمونهکلشیسینزمان 

 Time × Colchicine × Sample  
 خطاي آزمایشی  120  0.013  0.008

Erorr)  
 راتضریب تغی  - 11.87  10.9

 C.V. (%)  
ns  * ،01/0و  05/0به ترتیب عدم تفاوت معنی دار، وجود اختلاف معنی دار در سطح **  و  

ns= Non significant, ** = p < 0.01, and * = p < 0.05 
  

ها حاصل از مقایسه میانگین حاکی از این بـود  همچنین آنالیز داد
نمونه جوانه  مربوط بهمانی که بعد از تیمار شاهد بالاترین درصد زنده

مانی ترین درصد زندهپایین وکلشیسین  درصد05/0غلظت  انتهایی در
بطور کلی در  .کلشیسین بود درصد2/0مربوط به نمونه بذر در غلظت 

انتهـایی درصـد بـالاتري از     جوانهنتایج حاصل از این پژوهش نمونه 
اختصـاص   مانی را نسبت به دو نمونه دیگر (بذر و ریشه) به خودزنده

 .)1(شکل  مانی را داشته استترین درصد زندهداده و نمونه بذر پایین
هـاي مختلفـی   پلوئیدي در گیاهان توسط کلشیسین بـه روش القا پلی

) ، تیمـار مریسـتم انتهـایی    42گل () ، تیمار جوانه35مانند تیمار بذر(
شـود. حنظلکـا و   ) انجام مـی 10و  2اي ()، و شرایط درون شیشه24(
پلوئیـدي در گیـاه   منظور انگیزش پلـی ) در آزمایشی که به12( 1وبزاک

نخود انجـام گرفـت مشـاهده کردنـد کـه افـزایش غلظـت محلـول         
کلشیسین میزان مرگ و میر در گیاهـان تیمـار شـده را افـزایش داد.     
تیمار بذر با عوامل القاء کننده پلی پلوئیدي، مانند کلشیسـین، جوانـه   

در حالیکـه میـزان مـرگ و میـر گیاهچـه را      زنی بذر را کـاهش داده  
) نشان داد 37سحرخیز ( همچنین ). 42و  40، 6، 3افزایش می دهد (
ومیـر در  هـاي مختلـف کلشیسـین و میـزان مـرگ     که بـین غلظـت  

                                                
1- Hanzelka and Kobza 

مسـتقیمی وجـود دارد.  ایجـاد حالـت      کبیر رابطـه هاي بابونهگیاهچه
ن دلیل اصلی سوزي در گیاهان تیمار شده با کلشیسیمسمومیت و گیاه

 ). 11زا است (ومیر گیاهان پس از تیمار با این ماده جهشمرگ
 در جدول مقایسه میانگین صفت میکسوپلوئیدي مشخص شد که

انتهـایی بـراي    جوانهبالاترین درصد میکسوپلوئیدي متعلق به نمونه 
و کمتـرین درصـد    aدرصـد کلشیسـین در گـروه     2/0 و 1/0 غلظت

 و هامتعلق به غلظت صفر در تمامی نمونه eمیکسوپلوئیدي در گروه 
مرزوقی و همکـاران   بذر است. نمونه در کلشیسین درصد 2/0 غلظت

گونه از شـنبلیله تونسـی ثابـت     38) با بررسی سیتوژنتیکی ریشه 25(
سـاعت از   72درصـد کلشیسـین بـه مـدت      05/0کردند اعمال تیمار 

کسـوپلوئید مـوثر   طریق نمونه جوانه انتهایی در بدست آوردن گیاه می
اســت. نتــایج بدســت آمــده از آزمــایش دوم مبنــی بــر وجــود گیــاه 

درصد در  5/0میکسوپلوئید در نمونه جوانه انتهایی با غلظت کلشیسین 
  کند.) را تایید می25ساعت، نتایج مرزوقی و همکاران ( 72مدت زمان 

در این آزمایش مشاهده شد که اعمال تیمار شیمیایی کلشیسـین  
 در هـایی موجب پدیدآمدن ناهنجاري ان شنبلیله میکسوپلوئیددر گیاه

 با گیاهان تولید از آمده بدست نتایج با که گرددمی گیاهان برگ این
 دارویی گیاه در پلوئیدي انگیزش اثر در نامناسب و غیرعادي هايبرگ
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 تیمار اعمال از بعد) 7( همکاران و برقعی). 19( داشت مطابقت بنگدانه
بادرنجبوبـه مشـاهده نمودنـد در     گیـاه  انتهایی جوانه يرو کلشیسین

هـا  برگ در هاییمراحل اولیه رشد در گیاهان میکسوپلوئید ناهنجاري
  .شودمیایجاد 

  

 
  جوانه انتهایی شنبلیلهبذر، ریشه و  هايدر نمونهمانی زنده سین براثر غلظت کلشی - 1شکل 

Figure 1- The effect of colchicine concentration on viability of seed, root and terminal bud samples of fenugreek 
  

  
  جوانه انتهایی در گیاه دارویی شنبلیله و ریشه بذر، تیمارهايدرصد میکسوپلوئیدي  -2شکل

Figure 2- Mixoploidy percentage of seed, root, and terminal bud samples of fenugreek  
  

   

   
  )f و e, d, c, b( گیاهان میکسوپلوئید برگ ) و a( برگ گیاه شنبلیله دیپلوئید  - 3شکل 

Figure 3- Leaf of diploid fenugreek (a) and leaf of mixoploid fenugreek plants (e, d, c, b and f) 
  

ــی  ــل از بررس ــایج حاص ــیتوژنتیکی نت ــایتومتري، س ــاي فلوس ، ه
کی در این پژوهش نشان داد که بـا اعمـال   و مورفولوژی فیزیولوژیکی

ساعت در نمونه  72کلشیسین در مدت زمان  درصد 5/0تیمار غلظت 
 تولید شد.  2n=4x=32  کروموزوم تعداد با شنبلیله گیاه جوانه انتهایی
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 .غلظت موثر براي القاء تتراپلوئیدي در گیاهان مختلف متفاوت اسـت 
 مریسـتم  تیمـار  گیاهـان،  از بسـیاري  در کـه  دهدتحقیقات نشان می

 ).23است ( موثر تتراپلوئید گیاه آمدن بوجود در موثري طور به انتهایی
 برگ دو ظهور و ايلپه هايبرگ ظهور مراحل در کبیر بابونه گیاه در

ترین تیمـار بـراي بـه دسـت     به کلشیسین درصد 2/0 غلظت حقیقی،
بادرشـبی  ). همچنـین در گیـاه   37آوردن اتوتتراپلوئیدي معرفی شـد ( 

گـزارش   درصـد 1/0بیشترین درصد گیاهان تتراپلوئیـد را در غلظـت   
  ). 43کردند (

  

  
 -)a( )2) و گیاه شاخص (رز تتراپلوئید) در حالت دیپلوئید (پیک 3هاي سلولی گیاه شنبلیله در حالت دیپلوئید (پیک فلوسایتومتري هسته - 4شکل 

-سلول 4سلول دیپلوئید و پیک  3شاخص (رز تتراپلوئید) پیک  2شنبلیله در حالت میکسو پلوئید پیک  هاي سلولی گیاهتجزیه فلوسایتومتري هسته
) تتراپلوئید رز( شاخص گیاه و) 3 پیک( تتراپلوئید حالت در شنبلیله گیاه سلولی هايهسته فلوسایتومتري تجزیه -)b( شنبلیله گیاه تتراپلوئید هاي

 .)c()2 پیک(
Figur 4- Flow cytometry analysis of index plant cell nuclei ( rose) (internal standard) (peak 2) and fenugreek (diploid) (peak3) 

(a)- Flow cytometry analysis of index plant cell nuclei  (rose) (internal standard) (peak 2) and fenugreek mixoploid (peak 
3and 4) (b)– Flow cytometry analysis of index plant cell nuclei (rose) (internal standard)  (peak 2) and  fenugreek in 

tetraploid ststus (peak 3) (c)  .  
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  تتراپلوئید شنبلیله در ها کروموزومتعداد و  )c و n=2x=16)2()a ،bدیپلوئید  شنبلیله در ها کروموزومتعداد - 5شکل 

) 32x=4n=2 ()d ،e  وf.(  
Figure 5. Chromosome numbers in a diploploid (2n=2x=16) (a, b and c) and   chromosome numbers in a tetraploid 

(2n=4x=32) fenugreek (d, e and f).  
  

  
 )b(مقایسه میزان فنل در شنبلیه دیپپلوئید و تتراپلوئید  ) و a( مقایسه میزان کلروفیل در شنبلیه دیپپلوئید و تتراپلوئید -6شکل

Figure 6-Comparison of chlorophyll content in diploid and tetraploid fenugreek (a) and comparison of phenol 
content in diploid and tetraploid fenugreek (b).  

  
  نتایج حاصل از فلوسایتومتري

نتایج حاصل از تجزیـه پلوئیـدي گیاهـان بـا     در پژوهش حاضر، 
فلوسایتومتري  .دستگاه فلوسایتومتري سه سطح پلوئیدي را نشان داد

 روشی بسیار کارآمد است که در زمان بسیار کوتاه و تنها با استفاده از
توانـد بـا دقـت بـالایی سـطح      یک نمونه بسیار کوچک از برگ مـی 

  ).35پلوئیدي گیاه مورد آزمایش را مشخص کند (
 

  شمارش کروموزوم
بهتـرین نتیجـه بـراي     شنبلیله گیاه هايبراي شمارش کروموزوم

 هـاي بـرداري  نمونـه  از بعد. آمد دست به مترسانتی1-5/1 هايریشه
 در هاسلول بیشتر که زمانی(بردارينمونه زمان بهترین ریشه، از مکرر

 تشخیص صبح 9 گیاه این هايریشه قطع براي) هستند متافاز مرحله
 )30( مکارانه و مرادي تحقیقات از آمده دست به نتایج با که شد داده

 مطابقت داشت.
 گیاه شـنبلیله  مورفولوژیکی هايدر این پژوهش برخی از ویژگی

 از اسـتفاده  امکان دیپلوئید به منظور نبلیلهبه گیاه ش نسبت تتراپلوئید
گرفت. نتایج نشان  قرار مورد ارزیابی احتمالی تتراپلوئیدي تعیین در آنها

داد که در صفت ارتفاع، گیاه دیپلوئید شـنبلیله نسـبت بـه تتراپلوئیـد     
ایجـاد   سـبب  درگیاهـان  پلوئیـدي  سـطح  داراي برتري بود. افـزایش 

).  مادون و همکاران 8شود (ها میدر آن آناتومی و ساختمانی تغییرات
) دریافتند با افزایش سطح پلوئیدي در گیاه بذرالبنج ارتفاع گیاه به 22(

  یابد.میزان قابل توجهی کاهش می
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طبق نتایج بدست آمده از جـدول تجزیـه واریـانس بـین مقـدار      
،کلروفیـل کـل و فنـل در گیـاه دیپلوئیـد و      b کلروفیل، aکلروفیل 

داري وجـود داشـت،   اخـتلاف معنـی   01/0د در سطح آماري تتراپلوئی
،کلروفیل کل و فنل b کلروفیل، aبطوریکه بیشترین مقدار کلروفیل 

- بود. نتایج حاصل از اندازه  aمتعلق به گیاه تتراپلوئید شنبلیله با گروه
  گیري مقدار کلروفیل با نتایج بدست 

. آنهـا  ) مطابقـت داشـت  13آمده از پژوهش حسنی و همکـاران ( 
گزارش نمودند که با افزایش سطح پلوئیدي در گیـاه ریحـان میـزان    

یابد. لذا، چنین داري افزایش میو کل نیز به طور معنی a ،bکلروفیل 
شود که نوع و رقم مورد مطالعه در میزان کلروفیل سطوح استنباط می

  ).4پلوئیدي تاثیر دارد (

  
 شنبلیله دیپلوئید و تتراپلوئید گیاه در  GC/MS تجزیه به دست آمده از ترکیبات شیمیایی - 2 جدول

Table 2- Chemical compounds detected from GC / MS analysis in diploid and tetraploid fenugreek 
  شماره
No. 

 گیري شدهترکیبات اندازه
Measured ccompounds 

شاخص 
  بازداري

RI 

  درصد در گیاه دیپلوئید
Percentage in 
diploid plant  

 درصد در گیاه تترایپلوئید
Percentage in 

tetraploid plant  

 درصد تغییر
Percentage 

change 
 Alpha-Pinene 5.12 40.27  42.46 +5.88آلفا پینن  1
 delta-Carene 6.67 0.28 0.26 +3.57دلتا کارن  2
 Cineole 7.17 12 12 0-1,8سینئول - 1و 8  3
 Gamma-Terpinene 7.84 0.4  0.5 +25گاما ترپینن 4
  Linalyl acetate 12.92 0.82  0.83  +1.21لینالیل استات  5
 Alpha –Terpinene 15.44 1  0.95 -5آلفا ترپنن  6
 Ylangene 16.2 0.1  0.2 +8.42یلانژن  7
 alpha-Copaene 16.15 0.41  0.44  +7.31آلفا کوپان  8
 Octadien-1-ol 16.27 0.23 0.22  -4.24الُ  - 1 -اُکتادین  9

 Beta-Bourbonene 16.4 0.87  1 +14.92بتا بوربونن  10
 Beta-Cubebene 16.49 0.32  0.38  +15.62بتا کوبیبن  11
 Alpha-Gurjunene 17.05 0.46 0.45 -2.17آلفا گورجونن  12

 ترنس کاریوفیلن  13
Trans-Caryophyllene 

17.30 3.8 4.4 +15.78 

 Dodecatriene 18.10 1.46  1. 49 +2.05دودکاترین 14
 Alpha-humulene 18.16 1.36  1.5 +10.29آلفا همولین 15

 گاما هیماکالین 16
Gamma-himachalene 

18.77 0.86 0.98  +13.92 

 Germacrene-D 18.84 0.94  1 +6.38دي - جرماسرین  17
 Beta- Ionone 18.93 1.5 1.6  +6.66بتا آینون  18

 Tetradecanoic       سترااسید تترا دکانوئیک متیل   19
acid methel ester 

19.75 0.25 0/49 +96 

 اسید هگزا دکانئیک متیل استر  20
Hexadecanoic acid methel ester 

20.90 2.4  3.2 +33.33  

 اُکتانئیک اسید - 9  21
9-Octadecenoic acid 

21.30 0.15 0.15 0 

  
(GC/MS)  

 توسـط  هـا نـه نمو ترکیبات نتایج، درست تحلیل تجزیه منظور به
 قرار بررسی مورد (GC/MS) جرمی سنجیطیف گازي کروماتوگرافی

 ايکتابخانـه  اطلاعـات  با GC/MS از حاصل نتایج مقایسه با. گرفت
 شـنبلیله  تتراپلوئیـد  و دیپلوئیـد  گیـاه  ترکیبـات  نـوع  و مقدار موجود،

ترکیب شناخته شده توسط آنـالیز   21در این پژوهش از  .شد مشخص
GC/MS ترکیـب،   15تتراپلوئید شنبلیله نسبت بـه دیپلوئیـد در    گیاه

مقادیر بیشتري داشت. به طور مثال در اسـیدهاي چـرب دکانوئیـک    
درصد نسبت به دیپلوئید افزایش  33و 96متیل استر در گیاه تتراپلوئید 

مشاهده شد. این ترکیبات داراي خواص کاهندگی کلسـترول و فشـار   
ز بیمـاري هـاي قلـب و عـروق     خون و همچنین جلـوگیري کننـده ا  

). همچنین مواد موثره گاما ترپینن و آلفا همـولین کـه بـه    36هستند(
درصــد در گیـاه تتراپلوئیــد افـزایش داشــتند، داراي    10و  25ترتیـب  
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). در  33و27خاصیت ضد باکتریایی، ضد قارچی و ضد التهاب اسـت ( 
هیماکـالین   ترکیبات بتا بوربونن، بتا کوبیبن، ترنس کاریوفیلن و گاما

  درصد مشاهده شد. 10افزایش بالاي  نیز
پلوئیدي اغلب با افزایش اندازه سلول ، افـزایش میـزان ژن و   پلی

هـا بـه ازاء هـر سـلول باعـث تغییـرات قابـل ملاحظـه         فعالیت آنزیم
-شود. زمانی که مانند اکثر گیاهان دارویی، اندامدرمتابولیسم ثانویه می

لیت هاي ثانویه باشند، دستورزي سـطح  هاي رویشی گیاه منبع متابو
پلوئیدي یـا  مضاعف سازي مستقیم کروموزومی اتوپلیپلوئیدي مانند 

هـاي ارزشـمند   تولید ترکیـب و پلوئیدي روشی سریع در بهبود  آلوپلی
پلوئیـدي در بسـیاري از    ). به طور کلـی اتـوپلی  21دارویی می باشد (

ــل   ــی از قبی ــان داروی  Hyoscyamus niger ، Atropa گیاه
belladona  وSolanum nigrum هاي ثانویه باعث افزایش متابولیت

به ازاء واحد وزن خشک گیـاه شـده اسـت . بـراي مثـال در گیاهـان       
Atropa belladona  وniger Hyoscyamus   ــطح ــزایش سـ افـ

افزایش در بازده تروپان آلکالوئید، در  درصد 38و  68پلوئیدي بترتیب 
ــاه ــا  Solanum nigrum  30گی ــواي   50ت ــزایش محت ــد اف درص

افـزایش در غلظـت    Camellia sasanqua سولاسـودین و در گیـاه  
 .)16ها و کـافئین هـا را در پـی داشـته اسـت (     ها، اگزتراکینکاتچین

در  GC/MSو  SMPEبـا اسـتفاده از روش    )9(سوند و همکاران اقی
ا ترکیب ر Tagetes minuta L. 47 آنالیز متابولیت هاي گونه گیاهی 

  در این گیاه شناسایی کردند.
  

  کلی نتیجه گیري
ساعت  72سین به مدت درصد کلشی 5/0در این پژوهش محلول

پلوئیـدي در شـنبلیله   به عنوان بهترین غلظت به منظور تحریک تتـرا 
، کلروفیـل کـل و فنـل در گیـاه     a ،b شناخته شد. میـزان کلروفیـل  

اما ارتفاع بوته کـاهش  تتراپلوئید نسبت به گیاهان دیپلوئید افزایش ، 
یافت. همچنین مشخص شد که با افزایش سـطح پلوئیـدي در گیـاه    

به وجود  GC/MSشنبلیله تغییراتی در میزان مواد شناسایی شده در 
آید که در بسیاري از موارد این تغییرات به صورت افزایشـی بـود.   می

د توانـد بـر بهبـو   زا میسین به عنوان یک ماده جهشبنابراین، کلشی
هاي گیاهان تأثیرگذارد، هر چند که اثر تغییرات ایجاد صفات و ویژگی

شده بر مقدار و محتواي مواد مـوثره بـر سـلامت مصـرف کننـدگان      
  هاي تکمیلی است. نیازمند بررسی
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Introduction: Polyploidy plays an important role in creation of genetic variability. Polyploidy induction by 

mutagenic chemicals such as colchicine is considered to enhance the potential of secondary metabolites 
production in herbs breeding. Colchicine is the most effective chemicals used in the polyploidy induction 
studies. The effect of colchicine is to form cells with two or multiply number of chromosomes resulting in a lack 
of germination and death of a large number of plant samples.  Flow cytometry analysis and cytogenetic studies 
were effectively used to assess the ploidy levels for fenugreek (Trigonella foenum-graecum) plants. In the 
beginning of 90 decade, a new type of adsorption technique called solid-phase micro extraction (SPME) has 
been developed by Pawliszyn and co-workers. This method compared to the traditional techniques, offers many 
advantages such as the high sensitivity and reproducibility, does not require solvent, and combines extraction 
and pre-concentration in a single step without pre-treatment of samples. Moreover, it is a fast and inexpensive 
method, requires low sample volume and it can be easily automated. Solid-phase micro extraction (SPME) uses 
a fine rod (fused silica or metal) with a polymeric coating to extract organic compounds from their matrix and it 
directly transfer them into the gas chromatograph injector for thermal desorption and analysis (Kaykhaii, 2008). 
The aim of this study was to investigate the effect of colchicine treatment on ploidy levels and compare some of 
the morphological, physiological, cytogenetical, flow cytometric analysis and biochemical characteristics in 
diploid and tetraploid fenugreek plants. 

Materials and Methods: In order to investigate the effect of polyploidy induction by colchicine on 
Trigonella foenum-graecum medicinal species, an experiment was planned as a factorial completely randomized 
design with five concentrations of colchicine (0, 0.05, 0.1, 0.2, and 0.5%) for 12, 24, 48 and 72 hours. In this 
experiment the effect of colchicine was examined on the percentage of survival and tetraploidy of seed, root and 
terminal bud samples. Level of ploidy was identified in survival explants through root tip chromosome counting 
and flow cytometry of leaf samples. In addition to distinguish tetraploid from the diploids plants, morphological, 
physiological and biochemical characteristics were considered in treated plants. SAS and SPSS software 
programs were used to analysis of variance and comparison of means by Duncan's multiple test. Graphs were 
also drawn by EXCEL software. 

Results and Discussion: The analysis of variance showed that all characteristic factors for survival percent 
and mixoploidy percentage were statistically significant. Survival percentage was decreased with increasing of 
colchicine concentration and increased exposure time of colchicine-treated seed. After the observation of 
morphological changes, the samples were considered to assess the ploidy levels by flow cytometry system. 
Results showed that 0.5% colchicine concentration had the highest survival rate after control treatment for the 
terminal bud. The highest percentage of mixoploidy was also observed in treated terminal buds with 0.1 and 
0.2% of colchicine concentrations. Morphological, physiological, cytogenetic, flow cytometric analysis and 
biochemical studies confirmed that terminal bud treatment with 0.2% colchicine for 72 hours is the most 
effective treatment to induce tetraploidy in fenugreek plant. The results of GC/MS also indicated an increase in 
secondary metabolites content, but traits including growth rate and plant height of tetraploid reduced compared 
to the diploid plants. Result of this study showed a significant increase in chlorophyll a, b and total chlorophyll 
contents of tetraploid plants, which were higher than the levels of diploid plants.  

Conclusion: Polyploidy induction using mutagenic chemicals is one of the methods to enhance the 
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production of plant secondary metabolites. Colchicine is the most effective mutagenic chemical in inducing plant 
polyploidy. Although, flow cytometry is an expensive method, it is increasingly used for ploidy screening by 
analyzing of nuclear DNA content. In this study, both flow cytometry and chromosome microscopic 
examinations were used to test ploidy. The two methods were compared, and it was found that flow cytometry 
testing was fast and labor saving, especially in case of a large number of samples. Tetraploidy induction 
significantly affected different morphological, physiological, and biochemical characteristics of Trigonella 
foenum-graecum. These changes suggested that ploidy manipulation as a rapid and effective method for 
enhancing genetic diversity and metabolite production for this plant. SMPE method offers a number of practical 
advantages: smaller sample volume, simplicity of extraction and low cost, when compared to the other methods 
that are currently being used. 
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