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چکیده
Linum(سفیدکتان album Kotschy ex Boiss.(دیپلوئیدوچندسالهگیاهی)26=x2=n2( ازوایرانبومیيهاگونهازیکیو
بهکهاستداروییمهمطبیعیمحصولیکمادهاین.باشدمیپودوفیلوتوکسینهمؤثرمادهدارايکهاست)Linaceace(کتانخانواده

ترکیباینصنعتیتولید.شودمیاستفادهضدسرطانیداروهايسنتزبرايمادهپیشیکعنوانبهدارد.تعلقهالیگنانشیمیاییگروه
تولیدافزایشبرايمختلفیيهاروشازبنابراین،.نیستپذیرامکاناقتصاديلحاظازپیچیده،شیمیاییساختاردلیلبه

و0،15،25اوریزالینمتفاوتيهاغلظتازاستفادهباتتراپلوئیديالقايتحقیق،ایندر.شودمیاستفادهگیاهدرپودوفیلوتوکسین
µM50تولیدتعدادومانیزندهدرصددادنشاننتایجشد.انجامگیاهاینجانبیجوانهرويساعت 96و24،48،72مدتبه

آنالیزوسیلهبهتتراپلوئیدگیاهان.یافتکاهشاوریزالینيهازمانوهاغلظتافزایشباگیاهایندرجانبیجوانههردرنوساقه
Cمقدارهمچنین،شدندشناساییفلوسایتومتري DNA2و34/4ترتیببهتتراپلوئیدودیپلوئیدانگیاهبرايpg36/8شد.برآورد

تتراپلوئیديالقايآمد.دستبساعت 48درµM25غلظتدراوریزالینتیمارتحت%)19(تتراپلوئیديالقايبازدهی درصدبیشترین
ایننتایجشد.برابر48/1و66/1ترتیببهخوددیپلوئیدبهنسبتتتراپلوئیدساقهوبرگدرپودوفیلوتوکسینمقدارافزایشباعث

باشد.سفیدکتانگیاهدرارزشمندمادهاینافزایشبرايمؤثريروشدتوانمیتتراپلوئیديالقايکهدادنشانتحقیق

Linum album(سفیدکتان:کلیديهايهواژ Kotschy ex Boiss.(،2پودوفیلوتوکسین،اوریزالین،،پلوئیديتتراC DNA،
.فلوسایتومتري
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مقدمه
Linum(دسفیکتان album(باچندسالهعلفیگیاهی
بومیگونهو)Linaceace(کتانخانوادهازداروییخاصیت

توجهیقابلمقادیرداراي. این گونه استایران
مادهاین.باشدمی)Podophyllotoxin(پودوفیلوتوکسین

شیمیاییگروهبهکهاستداروییمهمطبیعیمحصول
ثانویهيهامتابولیتازبزرگیگروهکهداردتعلقهالیگنان
طبدرلیگنانحاويگیاهان.دهندمیتشکیلراگیاهان
موردسالهزارانبرايشرقدنیايوژاپنچین،مردمسنتی

زیستیهايفعالیتهاترکیبایناند.گرفتهقراراستفاده
نشانخودازضدسرطانیخاصیتمانندمتنوعیبسیار

Mohagheghzadeha(دهندمی et al., ها از یگنانل.)2006
يهاشده در الکلیگزینجاینآلانیلشدن فنیمریزهد
بنزیليها به دیگنول) به نام مونولیداسینامیک(سینامیکس

یکعنوانبهپودوفیلوتوکسین. شوندیبوتان حاصل م
مانندمهمسرطانیضدتومورداروهايسنتزبرايمادهپیش

Etoposide،TeniposideوEtopophosشودمیاستفاده.
درمانوسنتیطبدرگیاهانازدورهايگذشتهازانسان

یکحاضرحالدرواستکردهاستفادهخودهايبیماري
صنعتیکشورهايدرشدهتجویزداروهايتمامازچهارم
ومستقیمصورتبهگیاهانازشدهمشتقهايترکیبحاوي

Yousefzadi(باشندمیغیرمستقیم et al., 2010b(.مسیر
طوربههنوزمشابههاي لیگنانوپودوفیلوتوکسینبیوسنتزي

اهمیتعلتبهدقیقیمطالعاتامااستنشدهمشخصکامل
دلیلبهترکیباینصنعتیتولیداست.شدهانجامآنهابالینی

پذیرامکاناقتصاديلحاظازپیچیده،شیمیاییساختار
تولیدافزایشبرايمختلفیيهاروشازبنابراین،.نیست

Yousefzadi(شودمیاستفادهگیاهدرپودوفیلوتوکسین et

al., 2010b(.
آلوپلوئیديدستهدوبهخودمنشأبراساسيپلوئیدپلی

ازهاپلوئیدپلیآلو.شوندمیتقسیماتوپلوئیديو
يهاژنومشدنبرابردوبعد وايگونهبینهیبریداسیون

ازهاپلوئیدپلیاتوآیند.میوجودبه)AABB(غیرهومولوگ
لحاظازوگونهیکهومولوگيهاژنومشدنبرابردو

اخیرمطالعات.آیندمیوجودبه)AAAA(مشابهساختاري
پویابسیاردنتوانمیپلوئیدپلیيهاژنومکهدهدمینشان

کنندتحملراسریععملکرديوساختاريتغییراتودنباش
)Parisod et al., سطح تحمل يداراپلوئیدیارقام پل).2010

حجم و اندام ی،مقاومت به آفات، دوره گلدهی،به خشک
Osborn(باشندیمیشتري) بBiomass(تودهیستز et al.,

باارزشمعمولاًيپلوئیدپلیدارویی،گیاهاندر).2003
مؤثرهايترکیبغلظتوتودهزیستافزایشزیرا،باشدمی
تمامدريپلوئیدپلیکهآنجاییاز.کندمیایجادرا

آن،مفیداثراتدلیلبهونداردوجودگیاهیهايجنس
اقتصاديمهممحصولاتدرمصنوعیصورتبهيپلوئیدپلی
Dhooghe(استشدهءالقااخیردههدر et al., دو).2011

یشگاهیآزمایطدر شرای گیاههايکروموزومشدنبرابر
شود.ایجادسلولیچرخهدرمداخلهوسیلهبهدتوانمی

شودمیتخریبمختلفشیمیاییموادوسیلهبهسلولیچرخه
)Caperta et al., براي)Colchicine(سینکلشی).2006

تمایلمادهایناماشودمیاستفادهپلوئیديسطحافزایش
وداردحیوانیهايمیکروتوبولبهاتصالبرايبیشتري

شودمیمتصلگیاهیيهاتوبولینبهضعیفطوربه
)Planchais et al., گیاهیيهاگونهازبعضیدر.)2000

رشدوعقیمیمانندمضريجانبیاثراتسینکلشی
علتبههمچنیندارد.کروموزومیبازآراییدلیلبهغیرنرمال

حیوانی،سلولهايمیکروتیوبولبهسینکلشیبالايتمایل
تقریباًکهدادنشانمطالعات.باشدمیبسیار سمی انسانبراي
هاکشعلفگذارند.میتأثیرمیتوزبرهاکشعلف25%

گیاهیتیوبولیندایمرهايبهاتصالبرايبیشتريتمایل
استفادهپایینغلظتدربنابراین،دارند.سینکلشیبهنسبت

بیناز.دنباشمینخطرناك انسانبرايودنشومی
هايکلاسبهمتعلقمیکروتیوبولینضدهايکشعلف

وDinitroanilines)Oryzalin،مختلفشیمیایی
Trifluralin(برايمناسبیبسیارجایگزینخاصطوربه

Dhooghe(است شدهگرفتهنظردرسینکلشی et al.,

بريپلوئیدپلیالقايتأثیرمورد در اولیهتحقیقات.)2011
گیاهدردارویی،گیاهاندرثانویهيهامتابولیتنوسان تولید 



پلوئیدي در ...اي تتراشیشهالقاي درون348

Datura stramoniumتأثیرتحتدادنشانکهشدگزارش
درآلکالوئیدمقدارسینکلشیوسیلهبهتتراپلوئیديالقاي
دوازبیشبهدپیلوئیدبهنسبتهاریشهوهابرگ،هاساقه
نآNatureمجلهدرتحقیقایننتایجکهیافتافزایشبرابر
,Rowson(شدمنتشرزمان 1944(.Levy)1976( در

Phloxمصنوعیاتوتتراپلوئیدرقم15تعداد،تحقیق خود

drummondiهايپروفایلهاي نیمرخدروکردتولید
کردشناساییراهاتفاوتاتوتتراپلوئیدگیاه14گلیکوفلاون

تولیداتوتتراپلوئیدهادرجدیدفلاونوئید14دادنشانکه
همچنین،اشتندوجودآنهادیپلوئیداجداددرکهشدند
.شدندتولیددیپلوئیدگیاهاندرمنحصراًفلاونوئیدهشت
Vetiverگیاهدراتوتتراپلوئیديالقايبادیگريمحقق

,Lavania(کردایجاداسانسارزشکیفیبهبوددرافزایشی

دردتوانمیمصنوعیيپلوئیدپلیالقايهمچنین).1988
گیاهانبرخیدرمهمداروییهايترکیبتولیداتافزایش

Daturaمانند tubula،Papaver somniferum،
Artemisia annua،Tanacetum parthenium،

Hyoscyamus muticusوEchinacea purpureaسودمند
,Lavania(باشد Majdi؛ 2005 et al., ؛ 2010

Kaensaksiri et al., Dehghan؛ 2011 et al., ؛ 2012
Abdoli et al., باتتراپلوئیديالقاي،تحقیقاین در).2013

وهاغلظتدر)Oryzalin(اوریزالینمادهازاستفاده
سفیدکتانگیاهساقهجانبیجوانهبرمختلفيهازمان

پودوفیلوتوکسینداروییباارزشمادهمقداربررسیمنظوربه
شد.انجامگیاهاینبرگوساقهدر

هاروشومواد
گیاهیموادپرآوريوآوريجمع

Linum(سفیدکتانگیاه album Kotschy ex Boiss.(
N"29'7º36،E"43(البرزاستاندرطالقانمنطقهاز
'35º50(دریاسطحازبالاترمتر 1870ارتفاعدر

مدتبهجداگانهطوربهبوتهازهواییاندام.شدآوريجمع
جاريآبمعرضدرسطحیشستشويمنظوربهدقیقه5

مدتبههاساقهوشدندجداهاساقهازهابرگ.گرفتقرار

،گرفتندقرار)v/v(%2سدیمهیپوکلریتمحلولدردقیقه 5
دردقیقه 1بعد وشدندآبکشیاستریلمقطرآببابارسه

آبکشیاستریلمقطرآبباوگرفتندقرار)v/v(%70الکل
قطعاتبهجداگانهطوربهبوتههراستریليهاساقه.شدند

دريپرآوربرايبعد وشدندتقسیمجانبیجوانهدوحاوي
mgحاويجامدMSکشتمحیط l-14/0دادهکشتکینتین
(روز/شب)ساعت 16/8دورهوC25°دمايدروشدند
هايشاخساره،)Cloneهمگروه (تولیدمنظوربهگرفتند.قرار

چندحاويقطعاتیبههفته8ازبعدجداگانهبوتههرجدید
جامدMSکشتمحیطبهوشدندتقسیمجانبیجوانه
mgحاوي l-14/0کشتریزیافتند.انتقالجدیدکینتین

اینبهوشدانجامباریکهفتههشتهرهاشاخساره
شیشهدرونشرایطدرها شاخسارهازکافیتعدادصورت

شدند.تولید

ساقهجانبیجوانهبرتتراپلوئیديتیمارالقاي
کشتمحیطدرقرارگیريهفتههشتازبعدهاساقهنو

MSحاويجامدmg l-14/0یکحاويقطعاتیبهکینتین
تقسیم) cm7/0-4/0در حدود ی(با طولجانبیجوانهدویا

حاويMSمایعکشتمحیطحاويارلندروشدند
mg l-14/0اوریزالینمتفاوتيهاغلظتباکینتینµM0،

درشیکررويبرروز 1،2،3،4مدتبه50و15،25
هایزنمونهرینهمچنشدند.دادهقرارتاریکیدرC25°دماي
عنوان بهیزالینذکرشده بدون افزودن اوریعکشت مایطدر مح

مورد نظر قرار داده شدند يهاشاهد در مدت زمانیمارت
DMSO)Dimethylدرمحلولاوریزالیندلیل اینکه (به

sulfoxide(اهنمونهیزبه رشاهدتیماردر،باشندمی
DMSOيتحت القاهايیطبه اندازه مقدار موجود در مح
قطعاتذکرشدهيهازمانازبعد.)اضافه شدیديتتراپلوئ
بعد وشدهشستهاستریلآببابارسهجانبیجوانهحاوي

ازبعدشدند.منتقلگیريآبمنظوربهاستریلصافیکاغذبر
mgحاويجامدMSکشتمحیطدرگیريآب l-14/0

قرارشب)(روز/h16/8دورهوC25°دمايدرکینتین
دادهقرارجانبیجوانهقطعهدهحدودارلنهردرگرفتند.
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مرباشیشهیکبهتیماردهیازبعدقطعاتاینبعد وشد
mgحاويجامدMSکشتمحیطحاوي l-14/0کینتین
جوانهقطعهدهحاويمرباشیشههرشدند.منتقلجامد

کاراییدرصدشد.گرفتهنظردرتکراریکعنوانبهجانبی
Majdi(شدمحاسبهزیرفرمولطبقتتراپلوئیديالقاي et

al., 2010(.

القاي تتراپلوئیدي (%)بازدهی=(%)تتراپلوئیديالقايتیمارازپسمانیزنده×(%)تتراپلوئیديالقاي

فلوسایتومتريآنالیز
سفیدکتانتتراپلوئیديتیمارتحتيهاساقهنويهابرگ

آنالیزفلوسایتومتريوسیلهبهپلوئیديسطحتشخیصبراي
Glycine(سویاگیاهشدند. max cv. Merr. Polanka(با
pg5/2=C2)DoleželمشخصژنومیDNAمقدار et al.,

ازاينمونهشد.استفادهاستانداردمرجعگیاهعنوانبه)2007
در)cm21(سویاو)cm21(حدوددرتقریباًسفیدکتانبرگ
هستهاستخراجبافرml1وشدندهدادقراردیشپتريیک

WPB)Woodyسلولی Plant Buffer()Loureiro et al.,

)Chop(خردهانمونهتیزتیغیکوسیلهبهوشداضافه)2007

فیلترازترتیببهشدهآزادهايهستهسوسپانسیونوشدند
دادهقراریخدرونودادهعبورPartec (µm30(سبزنایلونی
غلظتباRNaseازµl50ابتداهستهسوسپانسیونبهشدند.

mg ml-11حذفبرايRNAبعدوµl50ازPI)Propidium

Iodide(غلظتباmg ml-11شد اضافهآمیزيرنگبراي
)PI،شدهآمادهنمونه).باشدمینوربهحساسوخطرناكماده

BD(فلوسایتومتريدستگاهوسیلهبه FACS CantoTM,

USA(افزارنرمباآمدهدستبنتایجوآنالیزFloMaxوتجزیه
مقداربودند.%5ازکمترCVدارايهاپیکشدند.تحلیل

DNA C2شد:محاسبهزیرفرمولبهتوجهباکتانهسته

DNAمقدار C2نمونههسته)pg(=پیکمیانگینG1پیکمیانگین/نمونهG1مقدار×استانداردDNA C2هسته
Doležel(استاندارد & Bartoš, Doležel؛ 2005 et al., 2007(

ودیپلوئیدگیاهدرمورفولوژيتغییراتبرخیبررسی
تتراپلوئید

خصوصیاتجدیديهاساقهنورشدوظهورازپس
تیمارتحتوددیپلوئیگیاهمیان متفاوتیمورفولوژي
عرضوطولمانندخصوصیاتی.شدمشاهدهتتراپلوئیدي

خصوصیاتاینبررسیشدند.گیرياندازهساقهقطروبرگ
وسیلهبهکهتتراپلوئیدودیپلوئیدگیاهانبرايفقط

شد.گزارش،بودندشدهتأییدفلوسایتومتري

HPLCوسیلهبهآنسنجشوپودوفیلوتوکسیناستخراج

وبرگازپودوفیلوتوکسینمادهسنجشواستخراج
وسیلهبهشدهتأییدتتراپلوئیدودیپلوئیدگیاهساقه

وموجوداستانداردبراساسسفیدکتانفلوسایتومتري
,Knauer(دستگاهوسیلهبه UV Detector 2500,

Germany(HPLCدستگاهمتحركبخش.شدندشناسایی
استفادهگرادیانسیستمازکهبودآبواستونیتریلشامل

طولدارايC18-ODS3نوعازاستفادهموردستونوشد
mm250قطروmm6/4.باهاترکیباینجذببود

شدبررسیnm290موجطولدرUVدتکتورازاستفاده
)Yousefzadi et al., 2010a.(باپودوفیلوتوکسینحضور

تأیید)LC/MS(جرمیسنجیطیفومایعکروماتوگرافی
,Yousefzadi(شد ,Esmaeilzadeh؛ 2010 2011(.

هادادهتحلیلوتجزیه
تتراپلوئیديالقايبخشدرها،دادهتحلیلوتجزیه

کاملاًطرحپایهبرعاملیدوفاکتوریلآزمایشبراساس
باآزمایشیخطايبودننرمالابتداشد.انجامتصادفی
آزمایشیخطايوشدانجامMinitab16افزارنرمازاستفاده
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تجزیهوبودهنرمالبخشایندرمطالعهموردصفاتتمامی
شد.انجامMinitab16افزارنرمازاستفادهباواریانس

اختلافحداقلروشازاستفادهباهامیانگینمقایسه
آنالیزشدند.محاسبهSASافزارنرمبا)LSD(دارمعنی

وبرگدرپودوفیلوتوکسینمقدارومورفولوژيخصوصیات
استیودنتtروشازاستفادهبادیپلوئیدوتتراپلوئیدساقه
بودهنرمالوآزمایشیهاواریانسیکنواختیابتدا.شدانجام

وMinitab16افزارنرمازاستفادهباآزمایشیهايدادهو 
SPSS افزارنرمبااستیودنتtآنالیزبعد وشدانجام19
SPSS .انجام گردید19

نتایج
تتراپلوئیديالقايدراوریزالیناثر

کتاننوساقهجانبیجوانهبرتتراپلوئیديالقايمنظوربه
نیازموردیکسانژنتیکیموادباهمگروه يهاشاخسارهسفید،

Sharifnia(سفیدکتانبودندگرگشندلیلبهبود. & Assadi,

تتراپلوئیديتیمارالقايشد.تهیهگیاهاینازکلونیک)،2001
ازاستفادهباسفیدکتانساقهجانبیهايجوانهرويبر

شیشهدرونشرایطدراوریزالینمختلفيهازمانوهاغلظت
دادنشان)1(جدولواریانستجزیه ازحاصلنتایجشد.انجام

تتراپلوئیديالقايمختلفيهازمانمدتوهاغلظتبینکه
(درصدشدهبررسیصفاتتمامیبیندراوریزالینتیمارتحت
درصدتتراپلوئیدي،القايدرصدجانبی،جوانهمانیزنده

جوانهاز هر نوساقهتعدادتولیدوتتراپلوئیديالقايبازدهی 
داشت.وجود%1احتمالسطحدريدارمعنیاختلافجانبی)

صفتنظراززمانمدتدراوریزالینغلظتمتقابلاثردر
صفاتبیناما،نداشتوجوديدارمعنیاختلافمانیزنده

وتتراپلوئیديالقايبازدهی درصدتتراپلوئیدي،القايدرصد
حوسطدرترتیببهيدارمعنیاختلافنوساقهتعدادتولید

شد.مشاهده%1/0و%1/0،%1احتمال

اوریزالینتیمارتحتمختلفصفاتبرايواریانستجزیهمربعاتمیانگین-1جدول
سفیدکتاندرتتراپلوئیديالقايبراي

درجهتغییراتمنابع
آزادي

مربعاتمیانگین
مانیزنده

(%)
تتراپلوئیدي

(%)
القاءبازدهی
(%)

زایینوساقه
)No.(

82/9***83/201***00/325***67/2891***2اوریزالینغلظت
62/1***05/72***44/119***78/902***3زمان

6ns63/104**78/102***44/63***131/0زمان×غلظت
ns،**1/0و%1احتمالسطوحدردارمعنیاختلافو%5احتمالسطحدردارمعنیریغاختلافوجودترتیببه:***و%

شاهدتیماردر)%3/98(مانیزندهدرصدبیشترین
)µMبینيدارمعنیاختلافکهشدمشاهدهاوریزالین)صفر

مقایسهنداشت.وجودتیمارایندرمختلفيهازمانمدت
مختلفيهاغلظتتأثیرتحتمانیزندهدرصدمیانگین

درصداوریزالینغلظتافزایشبادادنشاناوریزالین
مانیزندهدرصدکمترینکهيطوربه،یافتکاهشمانیزنده

شدمشاهدهاوریزالینµM50تیماردر)67/61%(

درمانیزندهدرصدمیانگینمقایسههمچنین.)1(شکل
مدتافزایشبادادنشاناوریزالینتیمارمختلفيهازمان
صفتاینمقدارویافتکاهشمانیزندهدرصدتیمار،زمان

بهوبود%9/93تتراپلوئیديالقايازپسساعت 24در
القايتیمارساعت 96زمانمدتدر% 70مقدار

).2(شکلیافتکاهشتتراپلوئیدي
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سفیدکتاندراوریزالینتیمارمختلفزمانمدتدرجانبیجوانهمانیزندهدرصد-1شکل
.ندارنديدارمعنیاختلافیکدیگرباLSDآزمونبا%99سطحدرباشندمشتركحرفیکدارايحداقلکههاییمیانگین
.باشدمیاستانداردخطاي±میانگیندهندهنشانستونهر

سفیدکتاندراوریزالینتیمارمختلفيهاغلظتدرجانبیجوانهمانیزندهدرصد-2شکل
.ندارنديدارمعنیاختلافیکدیگرباLSDآزمونبا%99سطحدرباشندمشتركحرفیکدارايحداقلکههاییمیانگین
.باشدمیاستانداردخطاي±میانگیندهندهنشانستونهر

زماندراوریزالینغلظتمتقابلاثرهايمیانگینمقایسه
µM15غلظتدرکهدادنشانتتراپلوئیديالقايصفتدر
القايدرصدمقدارتیماردهیزمانمدتافزایشبا

ساعت 24بینفقطکهحالیدر،یافتافزایشتتراپلوئیدي
يدارمعنیاختلافتیماردهیازپسساعت 96و72با

اختلافغلظتایندرهازمانسایربینوداشتوجود
48تا50وµM25يهاغلظتدرنشد.مشاهدهيدارمعنی

افزایشتتراپلوئیديالقايدرصدتیماردهیازپسساعت 
،یافتکاهشصفتاینمقداربعديروزهايدربعد ویافت

گیاهµM50غلظتدرساعت 96و72درکهيطوربه

a
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bc

c

60
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100

24 48 72 96

انی
ده م

زن
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تتراپلوئیديالقايدرصدبیشتریننشد.مشاهدهتتراپلوئید
%34/23باساعت 48درµM25غلظتدر)34/23(

يدارمعنیاختلافتیماريترکیباتسایرباکهشدمشاهده
داشت.

کهدادنشانتتراپلوئیدييالقابازدهی تغییراتبررسی
يهازمانمدتوهاغلظتدرصفتاینتغییراتروند

درصدبیشترینبود.تتراپلوئیديالقايصفتهمانندمختلف
درµM25غلظتدر%)19(تتراپلوئیدييالقابازدهی 

سایربايدارمعنیاختلافکهشدمشاهدهساعت 48
درنوساقهتولیدمقداربیشترینداشت.تیمارهايترکیب

اختلافوشدمشاهدهشاهدتیماردرجانبیجوانه
نداشت.وجودتیماراینمختلفيهازمانبینيدارمعنی
روندتیماردهیزمانوغلظتافزایشبانوساقهتولید

درنوساقهتولیددرکاهشبیشترینداد.نشانکاهشی
ازوساعت 72به48ازترتیببه50وµM25غلظت

هردرهازمانسایرباکهشدمشاهدهساعت 48به24
درنوساقهتولیدکمترینداشت.يدارمعنیاختلافغلظت
72و48بااماشدمشاهدهساعت 96درµM50غلظت

µM25غلظتساعت 96و72وغلظتاینساعت 
).2(جدولنداشتيدارمعنیاختلاف

سفیدکتاندرتتراپلوئیديءالقابراياوریزالینتیمارتحتمختلفصفاتمیانگینمقایسه-2جدول
اوریزالینغلظت
)µM(

تیمارمدت
)h(

مانیزنده
(%)

تتراپلوئیديءالقا
(%)

ءالقابازدهی 
(%)

زایینوساقه
)No.(

شاهد

2400/0±00/10000/0±d00/000/0±c00/015/0±a20/4
4833/3±67/9600/0±d00/000/0±c00/006/0±a89/3
7200/0±00/10000/0±d00/000/0±c00/011/0±a90/3
9633/3±67/9600/0±d00/000/0±c00/006/0±a96/3

15

2433/3±67/9600/0±d00/000/0±c00/007/0±b37/3
4833/3±67/8633/3±bcd67/682/2±bc67/512/0±bc05/3
7233/3±33/8300/0±bc00/1033/0±bc33/804/0±cde75/2
9633/3±67/7633/3±b34/132±b00/1009/0±ef39/2

25

2470/5±00/9000/0±bc00/1057/0±b00/908/0±bcd94/2
4870/5±00/8033/3±a34/2304/4±a00/1913/0±de49/2
7270/5±00/7033/3±b33/1353/1±b00/905/0±fg95/1
9682/8±33/6333/3±cd34/300/2±bc00/206/0±g69/1

50

2433/3±67/7633/3±bcd67/667/2±bc33/504/0±de49/2
4833/3±67/6633/3±b33/1352/2±b00/908/0±g76/1
7277/5±67/6000/0±d00/000/0±c00/006/0±g71/1
9682/8±33/4300/0±d00/000/0±c00/008/0±g58/1

LSD53/8=LSD1%93/8=LSD0.1%46/0 =LSD0.1%

ندارند.یکدیگربايدارمعنیتفاوتصفتهربرايذکرشدهاحتمالسطوحدراند،شدهدادهنشانیکسانلاتینحرفباکهییهامیانگین
.باشدمیاستانداردخطاي±میانگیندهندهنشانستونهرهايداده
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فلوسایتومتريآنالیز
تیمـار ازپـس کـرده  رشـد يهـا سـاقه نويهـا بـرگ 

وسـیله بهتتراپلوئیدگیاهتولیدتأییدمنظوربهتتراپلوئیدي
(شـکل گرفتنـد قـرار بررسـی موردفلوسایتومتريآنالیز

a3.(کـه دادنشـان آنـالیز اینبهمربوطهايهیستوگرام
G1پیکبهنسبتتتراپلوئیدگیاهG1پیکموقعیتنسبت

Glycine(اسـتاندارد نمونـه  max cv. Merr. Polanka

pg5/2=Cمقدارداراي DNA2(ًنسـبت برابردوتقریبا
نمونــهگیــاهG1پیــکبــهدیپلوئیــدG1پیــکموقعیــت

تعـداد شـدن برابـر دودهنـده نشانکهباشدمیاستاندارد
اسـت  تتراپلوئیـدي تیمـار القـاي نتیجـه درهاکروموزوم

)Mahdavi & Karimzadeh, Shariat؛ 2010 et al.,

2013.(
ــدار  ــد و   C DNA2مق ــفید دیپلوئی ــان س ــراي کت ب

و pg08/0±34/4ترتیـــب برابـــر بـــا تتراپلوئیـــد بـــه
pg12/0±36/8   ــرات ــریب تغیی ــانگین ض ــا می % 7/5ب

محاسبه شد.

سفیدکتانبرگدرفلوسایتومتريهايهیستوگرام-3شکل
Glycine(گیاهG1پیکاستاندارد:پیک max cv. Merr. Polanka(

a:پیکG1سفیدکتاندیپلوئیدگیاهb:پیکG1سفیدکتانتتراپلوئیدگیاه

b

a
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داد
تع

سته
ه

x2

Standard

x4

Standard

500 100 150 200 250

500 100 150 200 250

10
0

80
60

40
20

0



پلوئیدي در ...اي تتراشیشهالقاي درون354

ودیپلوئیدگیاهدرمورفولوژيتغییراتبرخیبررسی
تتراپلوئید
تیمارتحتجانبیجوانهازجدیدنوساقهتولید

خیرأتروز 7حدوددردیپلوئیدگیاهبهنسبتتتراپلوئیدي
جدیديهاساقهنورشدوظهورازپسداد.نشان

تحتودیپلوئیدگیاهمیان متفاوتیمورفولوژيخصوصیات
وطولمانندخصوصیاتیداشت.وجودتتراپلوئیديتیمار

اینآنالیزشدند.گیرياندازهساقهقطروبرگعرض

کهتتراپلوئیدودیپلوئیدگیاهانبرايفقطخصوصیات
نتایجشد.گزارش،بودندشدهتأییدفلوسایتومتريوسیلهبه

دیپلوئیدبهنسبتتتراپلوئیدگیاهدرکهدادنشانآنالیز
دريدارمعنیافزایشبرگعرضوطولساقه،ضخامت

گیاهدر).4(شکلشدمشاهده%1/0احتمالسطح
و)%8/87و%5/88(برگعرضوطولافزایشتتراپلوئید

شدمشاهدهدیپلوئیدگیاهبهنسبت%) 8/90(ساقهقطر
).3(جدول

دپیلوئید:bوتتراپلوئید:aسفید.کتانگیاه-4شکل

سفیدکتاندئیتتراپلوودیپلوئیدگیاهبینمورفولوژيخصوصیاتمقایسه-3جدول

ساقهضخامتگیاهنوع
)Mm(

برگعرض
)mm(

برگطول
)mm(

x221/0±b82/0038/0±b64/110/0±b52/4
x422/0±a49/1085/0±a88/215/0±a01/8

.باشندمی%1/0احتمالسطحدريدارمعنیتفاوتداراياند،شدهدادهنشانمتفاوتلاتینحروفباکههاییمیانگینستون،هردر

گیاهساقهوبرگدرپودوفیلوتوکسینمقداربررسی
سفیدکتانتتراپلوئیدودیپلوئید

يهاساقهنوبرگوساقهدرپودوفیلوتوکسینمقدار
تأییدوتتراپلوئیدالقايتیمارازبعدآمدهدستبتتراپلوئید

شناساییشد.گیرياندازهفلوسایتومتريوسیلهبهآنها
استانداردبابازداريزمانمقایسهبراساسنیلوتوکسیپودوف

وبرگدرنیلوتوکسیپودوفترکیبوجوددهندهنشانآن،
بود.سفیدکتانساقه
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سفیدکتانبرگوساقهاندامدرتتراپلوئیدودیپلوئیدسطحدرپودوفیلوتوکسینمقدار-5شکل
.باشدمیاستانداردخطاي±میانگیندهندهنشانستونهراست.شدهانجام%5احتمالسطحدرt-testآزمونبااندامدوهايمیانگینمقایسهپلوئیدي،سطحهردر

هاساقهنوبرگوساقهدرپودوفیلوتوکسینمقدارآنالیز
ودیپلوئیدگیاهبرگدرپودوفیلوتوکسینمقدارکه دادنشان

وداشت%1احتمالسطحدريدارمعنیاختلافتتراپلوئید
برگازبیشتربرابر66/1تتراپلوئیدبرگدرمادهاینمقدار

دیپلوئیدگیاهبینمادهایننظرازنیزساقهدربود.دیپلوئید
وجوديدارمعنیاختلاف% 5احتمالسطحدرتتراپلوئیدو

درپودوفیلوتوکسینمقداردربرابري48/1افزایشوداشت
).5(شکلشدمشاهدهدیپلوئیدبهنسبتتتراپلوئید

بحث
اجدادنهاندانگانيهاگونهاز % 70تا%30حدود

Parisod(دارندپلوئیدپلی et al., هاگلازبسیاري).2010
زراعیمحصولاتعلاوهبهرویشیتکثیربامیوهدرختان و

يپلوئیدپلیکهآنجاییاز.باشندمیپلوئیدپلیشده،کشت
اثراتبرخی دلیلبه،نداردوجودگیاهیهايجنستمامدر

محصولاتدرمصنوعیصورتبهاخیردههدرآن،سودمند
محصولاتبراياست.شدهءالقااقتصاديلحاظازمهم

طبیعیشرایطدرهاموکروموزکردنبرابردوکشاورزي،
)in vivo(وايعلوفهچغندربرايآمیزيموفقیتطوربه

پلوئیدپلیگیاهانفراوانیاماشدانجامچمنیشبدروقندي
)Nakano)1966وMurashigeبودند.پایینشدهءالقا

شیشهدرونشرایطدررا يپلوئیدپلیالقاياولین
)in vitro(شرایطدرتکثیرکردند.گزارشتوتونگیاهدر

کروموزومیکردنبرابردوبازدهی بهبودباعثشیشهدرون
وجودشرایطایندربهتريشدهکنترلمحیطزیرا،شودمی

Dhooghe(دارد et al., منبعرویشیاندامکهزمانی).2011
باشد،گیاهدرثانویهيهامتابولیتماننداقتصاديتولیدات

برايايالعادهفوقموقعیتدتوانمیمصنوعیيپلوئیدپلی
این درآورد.وجودبگیاهاندرسریعژنتیکیاصلاحانجام

مادهباساقهجانبیجوانهرويتتراپلوئیديالقايتحقیق،
مدتوهاغلظتدراوریزالینيپلوئیدپلیکنندهءالقا

نوساقهتولیدومانیزندهدرصدشد.انجاممختلفيهازمان
کاهشزمانوغلظتافزایشباگیاهایندرجانبیجوانهاز

ایننظرازاختلافیشاهدگیاهاندرکهحالیدر،یافت
رونداینکهنداشتوجودمختلفيهازماندرصفات

تتراپلوئیديالقايتیمارتحتگیاهانازبسیاريدرتغییرات
Alocasia)Thaoمانند et al., 2003،(Watsonia lepida

)Ascough et al., جنسيهاگونهبرخی)،2008
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Hellebores)Dhooghe et al., 2009(،Tanacetum

parthenium)Majdi et al., Echinaceaو)2010

purpurea)Abdoli et al., است.شدهگزارش)2013
القايتیمارازپسنمونهدرنوساقهتولیدومانیزندهدرصد

غلظتي،پلوئیدپلیالقاکنندهمادهنوعبهوابستهيپلوئیدپلی
Gantait(باشدمیتیماردهیزمانمدتو et al., 2011(.

جوانهيپلوئیدپلیکنندهءالقامادهبالاييهاغلظتدر
،رودمیبینازوشدهايقهوهتیمارازپسگیاهاینجانبی

باعثتیماردهیبیشترزمانمدتوغلظتاحتمالاً
غلظتاینکهعلاوهبه؛شودمیرشدسرعتدراختلالاتی

هايبافتبراستممکنيپلوئیدپلیکنندهءالقامادهبالاي
برابردومریستمیهايسلولکنندهاحاطهشوندهغیرتقسیم

Ascough(بگذاردنامطلوبتأثیرشده et al., در).2008
Cمقدارباراولینبراي،مطالعهاین  DNA2کتانگیاهدر
Linum(سفید album(دیپلوئیدpg08/0±34/4گزارش

Cمقدار.شودمی DNA2جنسدیگريهاگونهدرLinum

Linumمانند capitatum)Siljak-Yakovlev et al.,

Linumو)2010 usitatissimum)Evans et al., 1972(
حداکثراست.شدهگزارشpg4/1وpg52/3برابرترتیببه

ترتیببه)%24/23(اوریزالینتتراپلوئیديالقايدرصد
بدستساعت 48زماندرµM25غلظتدرتیمارتحت
القايبرايمهمیعوامل تیماردهیزمانوغلظتآمد.
آنهامیان آشکاريکنشبرهمهمچنین،باشندمیپلوئیدپلی

امانیستمؤثرکمغلظتدريپلوئیدپلیالقايدارد.وجود
Dhooghe(باشدمیکشندهنیززیادبسیاريهاغلظت et

al., درهايگیاهچهبرخیرويتتراپلوئیديالقاي).2011
.LشاملLinumمختلفيهاگونهزدنجوانهحال

usitatissimum،L. narbonenseوL. angustifolium

6مدتبه%1/0غلظتکهشدانجامسینکلشیتیمارتحت
ترکیبترینمؤثرتتراپلوئیديالقاي% 5/42باساعت
شاخصیکتتراپلوئیديالقايبازدهی شد.گزارشتیماري
زیرا،باشدمیتتراپلوئیديتیماربهترینتعیینبرايمناسب

تولیدمیزانوگیاهچهمانیزندهمورددوهرفاکتوراین
Lehrer(دهدمیقرارمورد توجهراتتراپلوئیدي et al.,

وابستهمیتوزييپلوئیدپلیموفقیتدیگر،عبارتبه)2008
ءبقادرصدوکروموزومیشدنبرابردومیزانبینتعادلبه

Dhooghe(باشدمی et al., بازدهی،تحقیقاین در).2009
برخیمشابهسفیدکتاندراوریزالینباتتراپلوئیديالقاي

Bixaمانندگیاهان orellana)de Carvalho et al.,

Tosca(Gerbera)؛2005 et al., )؛1995
Rhododendron)Väinölä, البته است.بودهمؤثر)2000

نوعوغلظتگیاهی،گونهنوعبهيپلوئیدپلیالقايبازدهی 
درغلظتمتقابلاثروتیماردهیزمانمدتکننده،ءالقاماده
Yermanos(باشدمیوابستهزمان & Gill, 1967.(

تغییراتبروزباعثگیاهاندرژنمقدارافزایش
سفیدکتاندر.شودمیدیپلوئیدبهنسبتمتفاوتفیزیولوژي
دیپلوئیدبهنسبتساقهقطروبرگعرضوطولتتراپلوئید

مشابهمورفولوژيتغییراتالبته داد.نشانيدارمعنیافزایش
Linumيهاگونهبرخیمانندگیاهانازبسیاريدر

)Yermanos & Gill, 1967،(Gerbera jamesonii

)Gantait et al., 2011،(Punica granatum)Shao et

al., Astragalusو)2003 membranaceus)Chen &

Gao, مشاهدهتتراپلوئیدمصنوعیالقايازبعد)2007
DNAمقدارمیان مثبتیرابطهیککه طوريبهاست.شده

گزارشبذروگردهدانهبرگ،اندازهوژنوم)(اندازهژنومی
Majdi(استشده et al., 2010(.

یکیپودوفیلوتوکسینمقداربرتتراپلوئیديالقايتأثیر
باشد میمسیرایندرداروییارزشبانهاییمحصولاتاز

القايتغییراتدقیقبررسیمنظوربهشد.بررسیکه 
دلیلبههمچنینوثانویهيهامتابولیتمقداربرتتراپلوئیدي

گیاهاینساقهوبرگدرپودوفیلوتوکسینمقداردرتفاوت
)Mohagheghzadeha et al., مقدار)،2006

دیپلوئیدوتتراپلوئیدگیاهدراندامدودرپودوفیلوتوکسین
کهدادنشانتحقیقاین نتایجشدند.گیرياندازهجداگانه

بهنسبتتتراپلوئیدساقهوبرگدرپودوفیلوتوکسینمقدار
برمبنییهایگزارش.داشتيدارمعنیافزایشدیپلوئید
برابردواثردرثانویهيهامتابولیتبرخیمقدارافزایش

کنندهءالقاهايمادهباتیمارتحتيهاکروموزومتعدادشدن



2357، شماره32تحقیقات گیاهان دارویی و معطر ایران، جلد دوماهنامه

مانند،داردوجودخوددیپلوئیدبهنسبتيپلوئیدپلی
Artemisia(درمنهدریننیآرتمیزمقدارافزایش annua،(

Tanacetume(کبیربابونهدرپارتنوئید parthenium(و
Echinacea(سرخارگلدراسیدکافئیکمشتقاتازبرخی

purpurea()De Jesus-Gonzalez & Weathers, ؛ 2003
Majdi et al., Abdoli؛ 2010 et al., افزایش).2013

تتراپلوئیديالقاينتیجهدرثانویهيهامتابولیتبرخی
دردرگیرآنزیمیفعالیتوژنبیانافزایشدلیلبهاحتمالاً

نقشيپلوئیدپلی.باشدمیهامتابولیتاینبیوسنتزيمسیر
برايارزشمندروشیکعنوانبهگیاهاناصلاحدرمهمی
تتراپلوئیدگیاهاندارد.برترگیاهانتولیدوتنوعالقاي
طریقازآرایشیوداروییخصوصیاتبهبوددلیلبهاغلب

وثانویهيهامتابولیتافزایشبزرگتر،يهابرگوهاگل
Majdi(باشندمیتوجهمورد(بیوماس)خشکماده et al.,

2010.(
باتتراپلوئیديالقايکهدادنشانتحقیقایننتایج
مقدارافزایشبرايمناسبروشیعنوانبهتواندمیاوریزالین

سفیدکتانگیاهدرپودوفیلوتوکسینداروییباارزشماده
Cمقدارباراولینبرايهمچنین،باشد DNA2گیاهایندر

شد.گزارشسفیدکتاندیپلوئید
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Abstract
Linum album Kotschy ex Boiss. is one of the endemic species of Linaceace family in Iran,

having podophyllotoxin (PTOX) metabolite. This substance is a pharmaceutically important
natural product belonging to the lignans group. It is used as a precursor for the synthesis of
important anti-cancer drugs. Industrial production of this component is not economically
feasible because of its complex chemical structure. Therefore, various strategies have been used
to increase the production of PTOX in plants. In this study, tetraploidy was induced in nodal
segments with different concentrations of oryzalin (0, 15, 25, 50 µM) for 24, 48, 72 and 96 h.
The results indicated that the viability and the number of produced shoots in each nodal segment
were reduced by increasing concentrations and times of oryzalin. Tetraploid plants were
identified by flow cytometry, and 2C DNA content of diploids and tetraploids were estimated to
be 4.34 and 8.36 pg, respectively. The highest induction efficiency percentage (19%) of
tetraploidy was achieved from 25 µM of oryzalin for 48 h. Tetraploid induction caused 1.66 and
1.48 fold-increase in PTOX content in the leaves and stems of tetraploids compared with those
of diploids, respectively. The results of this study indicated that the induction of tetraploidy
could be an effective technique to increase this valuable metabolite in Linum album.

Keywords: Linum album Kotschy ex Boiss., tetraploidy, oryzalin, podophyllotoxin, 2C DNA,
flow cytometry.


