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چکیده
هاي ارکیده است که به آسانی رشد کرده و ترین گونهشدهیکی از بهترین و شناختهPhalaenopsis amabilisگیاه ارکیده گونه 

ايدر شرایط درون شیشهPhalaenopsis amabilisگونه پلوئیدي در القاي پلیمنظور بهاین پژوهش قابلیت سازگاري خوبی دارد. 
جوانه جانبی به اندازهریزنمونه3تکرار و هر تکرار حاويسهتصادفی با صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاًبهانجام شد. پژوهش

25/0و 15/0،2/0، 1/0، 05/0، 01/0، شامل: صفرسین کلشیبرگ با استفاده از هفت غلظت مختلف2دارايمتر میلی3تقریبی
بدون هورمون MSسین روي محیط کشت ها پس از تیمار با کلشیریزنمونه.ساعت انجام شد48و 24در دو تیمار زمانی درصد

برگ، تعداد و اندازه ریشه، پلوئیدي ازجمله تعداد و اندازه هفته صفات مورفولوژیکی تحت تأثیر پلی10کشت شدند. پس از گذشت 
مشاهدات ها مورد بررسی قرار گرفت. مانی گیاهچههاي نگهبان روزنه، تعداد کلروپلاست و همچنین میزان زندهطول و عرض سلول

روش فلوسایتومتري مورد ارزیابی بهگیاهانهايبررسی تعداد کروموزوممنظور بهکرده رشد هاي جدید کاملاًسیتولوژیکی برگ
همبستگی شد.پلوئیديسین در گیاه ارکیده باعث القاي بیشترین درصد پلیکلشیدرصد2/0ودرصد 15/0هاي غلظت. قرارگرفت

ن تراکم آن به ییتعپلوئیدي نشان داد که بعد از فلوسایتومتري بررسی خصوصیات روزنه وبعضی صفات مورفولوژیک با سطح پلی
بر اساس این نتایجتراکم آنها کاهش یافت. زایش وفپلوئید اگیاهان پلیدازه سلولهاي نگهبان درکند. انپلوئیدي کمک میتشخیص پلی

.کردارکیده زینتی استفاده پلوئید دربراي تولید گیاهان پلیسینکلشیتوان از می

.فلوسایتومتريفولوژیکی، روم، صفاتینسکلشی، ارکیده: کلیديهايواژه

مقدمه 
-فرد از گیاهان در علم ردهبهها گروهی منحصرارکیده

اي طور گستردهبهشوند و از لحاظ رویشیبندي محسوب می
دلیل بههاي آنبا هم متفاوتند. با وجود این، تمام گونه

وجود بههم وابسته و خانواده بزرگی رابههاخصوصیات گل
25جنس و فراتر از 880آورند. خانواده ارکیده بیش از یم

اي لپهرقم ثبت شده تک148460هزار گونه شناخته شده و 
Chen(شودمی را شامل میئعلفی دا et al,. در .)2006

از همه مهمتر Phalaenopsisهاي ارکیده، جنس میان جنس
از هاي تولید شده در جهانارکیدهدرصد80و بیش از بوده

هیبریدهاي این جنس است. هلند، چین، تایوان، آمریکا و 
گونههاي این گیاه هستند.ترین تولید کنندهژاپن بزرگ
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Phalaenopsis amabilisشدهیکی از بهترین و شناخته-

باشد، این گونه به هاي ارکیده فالانوپسیس میترین گونه
Rodicaدارد (خوبی و قابلیت سازگاري کردهآسانی رشده 

et al,. 2011.(
هاي هاي بررسی تنوع در ارقام و گونهیکی از روش

لعات سیتوژنتیکی و کاریوتایپی مختلف گیاهی، انجام مطا
اي در ر دقیق مرزهاي بین گونهطوبهباشد. براي اینکه می

ها و یک جنس مشخص شود، شمارش تعداد کروموزوم
ضرورت مشاهده تشابهات کروموزومی و تهیه کاریوتایپ 

باشد کند. مطالعات سیتولوژیکی از این جهت مهم میپیدا می
لاعات قابل طهایی هستند که اها حاوي ژنکه کروموزوم

شوندمیتوارث مربوط به فنوتیپ گیاه را شامل
)Hesamzadeh Hejazi & Ziyaeenasab, بدیهی ).2008

هاي سیتوژنتیکی و هایی که از لحاظ شاخصاست گونه
بیه هستند در بحث روابط بین هم شبهموزومیخواص کرو

ورت وجود صفات تري داشته و در صاي قرابت بیشگونه
ي، براي اها، امکان تلاقی بین گونهمطلوب در این گونه

هاي مطلوب در گیاه وجود خواهد داشت. درآوري ژنجمع
هاي یک جنس، تعداد تعیین روابط خویشاوندي بین گونه

کند بلکه باید اطلاعاتی مانند اندازه، نمیها کفایتکروموزوم
ل سانترومر و رفتار محپذیري،شکل، تنوع در رنگ

ها نیز مورد بررسی قرار گیرد. یک تاکسونومیست کروموزوم
با کمک اطلاعات مورفولوژیکی و آگاهی از اطلاعات 
سیتوژنتیکی یک گونه، به مطالعه روابط بین گیاهان

گیاهی با اطلاعات سیتوژنتیکی تصمیم نژادگر پردازد و بهمی
ها اي از کدام گونهیرد در یک برنامه تلاقی بین گونهگمی

تا نتاج بارور تولید کند و یا اینکه کدام کنداستفاده 
Aalishah(کروموزوم گیاه واجد ژن دلخواه است &

Omidi, ورزي سطح پلوئیدي، ابزار توانمندي دست).2008
Madonاري از گیاهان است (در اصلاح ژنتیکی بسی et al.,

پلوئیدي در گیاهان اغلب کاري و القاي پلی). دست2005
هاي جدید با فنوتیپ جدید و موجب تسهیل تولید واریانت

Thao(شودمیز نسبت به انواع دیپلوئیدبا کیفیت متمای et

al., 2003; Shahriyari Ahmadi et al., از سوي ).2008

افزایش برابر کردن سطح کروموزومی،از طریق دودیگر
ره و افزایش ؤثهاي ژنی بیان کننده ترکیبات متعداد نسخه

شود. تغییر جثه گیاهان موجب افزایش ترکیبات ثانویه آن می
بر فرایندهاي فیزیولوژیکی تأثیرسطح پلوئیدي در گیاهان با 

هاي ثانویه اثر و بیوشیمیایی بر مسیرهاي فتوسنتزي متابولیت
با افزایش مواد اغلبگذارد و افزایش سطح پلوئیدي یم
Thaoهمراه است (ی یدارودر گیاهان ثره ؤم et al., 2003.(
منظور بهر رفته در مطالعات کابهماده شیمیاییثرترین ؤم

یک ترکیب سین است. کلشیسینپلوئیدي کلشیالقاي پلی
یدي است که از بذر و غدد گل حسرتآلکالوئ

.)Colchicum autumnale L توسط 1883) در سال
Zeisleاستخراج شد)Shahriyari Ahmadi et al., 2008.(
آید و روي میدستبهسین از منابع گیاهی کلشی

سین اغلب گذارد. کلشیها اثر میپلیمریزاسیون میکروتوبول
شود و از پلیمریزاسیون به واحدهاي توبولینی آزاد وصل می

سین کند. دوك میتوزي در حضور کلشیمیيآنها جلوگیر
و سلول در اواسط میتوز متوقف ناپدید شدهسرعتهب

ها را در مرحله متافاز توان کروموزوممیکهطوريبه،شودمی
مورد مشاهده قرار داد.
، گیاهان تتراپلوئید ارکیدهايشیشهدر شرایط درون

)Rhynchostylis gigantean var. rubrumSagarik میزان (
رشد، شکل، اندازه برگ و تعداد کلروپلاست کمتري نسبت به 

ند و بین تعداد کلروپلاست و سطح رگیاهان دیپلوئید دا
Kerdsuwan(ردپلوئیدي ارتباط منفی وجود دا & Te-

chato, - تیمار کلشی) 2007(Atichartدر مطالعه ).2012

براي درصد 05/0و 1/0، 15/0، 2/0هاي سین با غلظت
Dendrobiumروز در گیاه 5و 4، 3، 2، 1 secundum

مورد استفاده قرار گرفت و بالاترین میزان پلوئیدي در 
05/0گیاهان باززایی شده در شرایط کشت بافت، با تیمار 

- طبق اطلاعات به.دست آمدبهروزیکمدت بهسینکلشی

زمینه تغییر سطح در ی پژوهشدر ایرانآمده تاکنوندست
Phalaenopsis(اصلاح گل زینتی ارکیدهوپلوئیدي

amabilis( است.انجام نشدهاز این روش
ن در سیکلشیتأثیر بررسی ،هدف از این پژوهش
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هاي پلوئیدي و ویژگیالقاي پلیهاي مختلف درغلظت
و )Phalaenopsis amabilisگونه (از سیتولوژیکی ارکیده 

دست آوردن بهاصلاح آن وبرايروش مناسبی بهدستیابی
هاي زیباتر در این گیاه است.خصوصیات مورفولوژي و گل

امید است بتوان از نتایج این پژوهش در اصلاح این گیاه با 
لازم در هايارزش بهره گرفت و پس از تکمیل آزمایش

.تولید کردآینده گیاهان زیباتر و با خصوصیات بهتر 

هامواد و روش
پلوئیدي در گل زینتی ارکیده پلیءالقابراياین پژوهش 

در شرایط درون شیشه از Phalaenopsis amabilisگونه
سین در دو تیمار هاي مختلف کلشیطریق کاربرد غلظت

زمانی در آزمایشگاه کشت بافت گیاهی دانشگاه آزاد 
ل در یصورت فاکتوربهآزمایشاسلامی شیروان انجام شد.

3تکرار و هر تکرار حاوي سهتصادفی با قالب طرح کاملاً
برگ و 2متر حاوي میلی3جوانه جانبی به اندازه ریزنمونه

، صفرسین (با استفاده از هفت غلظت مختلف ماده کلشی
کار به) و نیزدرصد25/0و 2/0، 15/0، 1/0، 05/0، 01/0

ساعت) در شرایط درون 48و 24بردن دو تیمار زمانی (
از گیاهان پرورش یافته در هاریزنمونه.م شدانجااي شیشه

تیمارهاي شاهد بدون .ندشدتهیهاي شرایط درون شیشه
پس از جامد قرار گرفتند.MSسین، تنها درون محیط کلشی

ها ساعت)، گیاهچه48و 24گذشت زمان مورد نظر تیمار (
دقیقه شستشو داده 3تا 2مدت بهشدهسترونبا آب مقطر 
از آن در محیط کشت فاقد هورمون در شرایط شدند و پس

ساعت16نوريدورهوگرادسانتیدرجه24±2دمایی 
نگهداريرشداتاقکدرتاریکیساعت8وروشنایی

تیمارها بر تأثیرهفته و 10پس از گذشت حدود .شدند
ثبت شد و سطح مشاهداتگیاهان در طی دوران رشد 

با استفاده از خصوصیات ابتداپلوئیدي گیاهان تیمار شده
فلوسایتومتري مورد بررسی با استفاده ازبعدو مورفولوژیک
ي جدید کاملاًهامشاهدات سیتولوژیکی برگقرار گرفت.

مربع) مترسانتییکتا 5/0(با اندازه تقریبی کردهرشد

بررسی تعداد کروموزومی گیاهان تحت تیمارمنظور به
6و 4با استفاده ازروش فلوسایتومتري و رنگ آمیزي به

. در نهایت شدفنیل ایندول، ارزیابی-2دي آمیدینو 
هاي حاصل از فلوسایتومتري براي تعیین میزان هیستوگرام

.شدژنوم و تغییر سطح پلوئیدي بررسی 
بررسی مقدماتی : یافتهگیاهان تغییرمقدماتیشناسایی

سین ابتدا از تیمار شده با کلشیسطح پلوئیدي کلیه گیاهان 
ي هاطریق بررسی و مقایسه مشخصات و ویژگی

انجام شد. بدین مورفولوژیکی با گیاهان شاهد (تیمار نشده)
هايبا ویژگیپلوئیدي پلیگیاهان مشکوك به ترتیب که 

بسیار در رشد پس از اعمال تیمار، تفاوت در اندازه خیر أت
تغییر در تر شدن، تر یا کوچکصورت بزرگبهبرگ

تر از گیاهان تیرهکه معمولاً(ضخامت، شکل و رنگ برگ
ه و این شددر مقایسه با گیاهان شاهد گزینش)شاهد بودند

گیري شدند.ها اندازهویژگی

بررسی خصوصیات روزنه
گیاهانی که در مرحله اول از طریق بررسی صفات 

ا استفاده مرحله دوم بدرمورفولوژیکی گزینش شده بودند، 
منظور بهاز روش میکروسکوپی بررسی و غربال شدند.

توسعه یافته و تا حد ها سه برگ بالغ کاملاًمشاهده روزنه
از هریک از ممکن هم سن و هم اندازه از قسمت میانی 

پلوئیدي در مقایسه با گیاهان گیاهان مشکوك به پلی
تکنیک . سپس با استفاده از شدندجدا و د انتخاب یدیپلوئ

به .شدبرداري نمونههالاك ناخن، از اپیدرم سطح زیرین آن
فاقد که ترجیحاً×mm5(10mm(این منظور بخشی از برگ

لاك ناخن پوشانده پس ازاستفاده ازاصلی بوده بارگبرگ
ي هااستفاده از یک تیغ تیز حاشیهبا، دقیقه که خشک شد5

روي آن نوار چسبی شفافو گوش بریده چهارنمونه را 
به نگشت شصت فشار داده تا اپیدرم کاملاًاباچسبانده و

صورت لایه بهسپس چسب که اپیدرمچسب ملحق شود.
روي لام چسباندهشفاف بسیار نازکی به آن چسبیده جدا و

وپ نوري با کها با میکروسهاي روزنه همه نمونهویژگیشد. 
د. از آن جا که در مطالعات مربوط شبررسی 40بزرگنمایی 
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پلوئیدي از شاخص طول و عرض روزنه و تراکم پلیبه 
-عنوان روشی مناسب براي شناسایی گیاهان پلیبههاروزنه

ها در تعیین تراکم روزنهمنظور به،پلوئیداستفاده شده است
منظور ارزیابی ابعاد بهو40Xواحد سطح با بزرگنمایی 

انجام شد.100Xنمایی روزنه) بزرگ(طول و عرض روزنه
کاملاًهابا توجه به اینکه در یک نمونه ابعاد روزنه و تراکم آن

تر و ها کوچکهاي اطراف رگبرگیکسان نیست و روزنه
با چرخاندن نمونه رواز اینکمتر از نقاط دیگر برگ هستند، 

برداري انجام در زیر میکروسکوپ از چند قسمت آن عکس
16نسخه SPSSافزار ها از نرمدادهوتحلیلتجزیهبراي شد.

و Excelبرنامه بوسیلهاستفاده شد و رسم نمودارها نیز 
SPSSانجام گردید.

فلوسایتومتريوتحلیلتجزیه
با و شاهد ها پلوئیدي نمونهتعیین سطحمنظور به

تا سهاستفاده از دستگاه فلوسایتومتري از هر جمعیت در 
و پس از تزریق به برداري شدنمونهزمان مختلف چهار

سلولی چرخههاي مربوط به پیکوتحلیلتجزیهدستگاه و 
بعد و بندي صورت جدول جمعبهدر نهایت نتایج

تحلیل شد. وتجزیه

نتایج 
Phalaenopsisگونه،بررسی مورفولوژیکی گیاه ارکیده

amabilis
برخی از تغییرات مورفولوژیک ایجاد شده در گیاهان 

تیرگی برگ،عرض برگ)،ویژهبه(اندازه برگوشامل تعداد 
-و گیاهان مشکوك به پلیشدهبررسیطول و تعداد ریشه 

سطح پلوئیدي یید أتمنظور بههاآزمایشسایر برايپلوئیدي 
انتخاب شدند.

ندازه برگا
سینبا افزایش میزان غلظت کلشینتایج نشان داد که

هاي تیمارشده گیاهچه(طول و سطح برگ)اندازه برگ
البته در .)1(شکل هاي شاهد افزایش یافتنسبت به گیاهچه

علت آن کاهش داشته که احتمالاًدرصد25/0غلظت 
افزایش با.بودسینناشی از غلظت بالاي کلشیسوختگی 

اندازه برگ نسبت به گیاهان شاهد افزایش ،مدت زمان تیمار
مترسانتی5/2. بالاترین اندازه برگ دادگیري را نشان چشم
مربعمترسانتی3/2و درصد1/0مربوط به تیمار مربع

و میانگین اندازه برگ در گیاهان درصد2/0مربوط به تیمار
.)1(شکل بودمربعمترسانتی3/1شاهد 

هاي متفاوت بر اندازه برگمانها و زسین در غلظتتأثیر تیمار کلشی-1شکل 

تعداد برگ 
تعداد برگ هر گیاهچه نیز سینبا افزایش غلظت کلشی

کمترین تعداد برگ در .ددانسبت به گیاهان شاهد کاهش نشان 
. )2شکل (دشمشاهده درصد2/0ودرصد1/0ي هاغلظت



2263، شماره25اصلاح گیاهان مرتعی و جنگلی ایران جلد ژنتیک ودو فصلنامه تحقیقات

هاي متفاوت بر تعداد برگها و زماندر غلظتسینتأثیر تیمار کلشی-2شکل

هاي متفاوت بر تعداد ریشهها و زمانسین در غلظتتأثیر تیمار کلشی-3شکل

تعداد ریشه
ها سین تعداد ریشه در گیاهچهبا افزایش غلظت کلشی

داد.هاي شاهد کاهش شدیدي را نشان نسبت به گیاهچه
درصد 05/0و درصد25/0بیشترین کاهش در تیمار 

تعداد سینکلشیغلظتبا افزایش .شدمشاهده سینکلشی
، اما این افزایش در مقابل تیمار شاهد یافتها افزایش ریشه

. )3(شکل شودمیسین) کاهش محسوب(غلظت صفر کلشی

طول ریشه
طول ریشه درصد 05/0تا سین کلشیبا افزایش غلظت 

. دداهاي شاهد کاهش نشان ها نسبت به گیاهچهدر گیاهچه
2/0و درصد1/0بیشترین کاهش در تیمار که طوريبه

روند درصد15/0پس از آن تا غلظت د. شمشاهده درصد
دوباره سینبا بیشتر شدن غلظت کلشیبعدو افزایشی بود

.)4شکل (روند کاهشی شد

مانیدرصد زنده
سین درصد با افزایش مدت زمان تیمار کلشی

مانی گیاهان در مقایسه با تیمار شاهد کاهش نشان زنده
سین کمترین % کلشی25/0غلظت در در این پژوهش داد.

مانی درصد زندهشد.مشاهدههامانی گیاهچهمیزان زنده
، بودثابت حدودادرصد01/0هاي صفر و در غلظت

یافت کاهش درصد15/0سپس با افزایش غلظت تا 
.)5(شکل 
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اندازه ریشههاي متفاوت برها و زمانسین در غلظتتأثیر تیمار کلشی-4شکل

هاي متفاوتها و زمانها در غلظتمانی گیاهچهسین بر درصد زندهتأثیر تیمار کلشی-5شکل

)ي نگهبانهاخصوصیات روزنه (عرض و طول سلول

اول از طریق بررسی صفات گزینش شدهگیاهان
سطح پلوئیدي با دییأطی مرحله دوم براي ت،مورفولوژیکی

تمامی و ي میکروسکوپی بررسی شدندهاز روشاستفاده ا
سطح تأثیرهاي روزنه تحت خصوصیات مربوط به سلول

.)7و6(شکل پلوئیدي قرار گرفتند

هاي متفاوتها و زمانغلظتدرنگهبانهاسین بر عرض سلولتأثیر تیمار کلشی-6شکل 
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هاي نگهبانهاي متفاوت بر طول سلولها و زمانسین در غلظتتأثیر تیمار کلشی-7شکل 

هاي سلولو طول سین عرض کلشیبا افزایش غلظت
هاي نگهبان در بیشترین عرض سلولیافت.نگهبان افزایش 

1/0بعدمیکرومتر و 60با میانگین درصد2/0غلظت 
با افزایش مدت میکرومتر مشاهده شد.53با میانگین درصد

عرض نیزساعت48به ساعت24سین از زمان تیمار کلشی
- با افزایش غلظت کلشییافت. هاي نگهبان افزایش سلول

نیزهاي نگهبان روزنهسین و مدت زمان تیمار طول سلول
میکرومتر 55هاي نگهبان بیشترین طول سلولیافت.افزایش 

مشاهده شد.درصد 2/0در تیمار 
سین، در کلشیبا افزایش غلظت:تعداد کلروپلاست

یافتکاهش با گیاهان شاهد تعداد کلروپلاست مقایسه 
. )9و 8(شکل 

هاي متفاوت بر تعداد کلروپلاستها و زمانسین در غلظتتأثیر تیمار کلشی-8شکل 

(سمت راست)پلوئیدپلی) وسمت چپشاهد (ها در گیاهنمایش تعداد کلروپلاست-9شکل
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فلوسایتومتريوتحلیلتجزیه
اي، دو هستهDNAهاي بررسی وضعیت هیستوگرام

، کردندگزارش هارا در برخی سلولDNAبرابر شدن مقدار 
هاي مختلف هاي تیمار شده با غلظتتعدادي از گیاهچه

سین یک پیک را نشان دادند که با مقایسه این پیک با کلشی
را نشان دادند و DNAگیاهان دیپلوئید، یکسان بودن مقدار 

عنوان گیاهان دیپلوئید بدون تغییر در تعداد بهاین گیاهان
ها نیز دو پیک کروموزوم ارزیابی شدند. تعدادي از گیاهچه

همان میزان را نشان دادند، پیک اول که مانند پیک شاهد در
هاي دیپلوئید است و پیک دوم که بود که مربوط به سلول

هاي دو برابر است، مربوط به سلولDNAداراي محتواي 
ها میکسوپلوئید هستند تتراپلوئید است، در واقع این گیاهچه

عنوان گیاهان با بافت ناهمسان هسته ارزیابی شدند. بهکه
هسته را دو DNAپیک دوم گیاهان میکسوپلوئید میزان 

.)10شکل (نشان داددیپلوئیدبرابر گیاهان 
هاي مورفولوژیکی و با توجه به نتایج حاصل از بررسی

- همچنین نتایج حاصل از فلوسایتومتري بیشترین بازده تولید پلی

ساعت 48مدت سین بهکلشیدرصد2/0پلوئیدي در تیمار 
درصد15/0و 1/0، 05/0مشاهده گردید، همچنین تیمارهاي 

.)10(شکل دندکرپلوئید تولید سین نیز تعدادي گیاهان پلیکلشی

هاي حاصل از فلوسایتومتريهیستوگرام-10شکل 
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پلوئیديدرصد پلی
آمده از فلوسایتومتري و بررسی دستبهبا توجه به نتایج 

سین تعداد با افزایش غلظت کلشی،وصیات روزنهخص
. همچنین با افزایش مدت فتپلوئید نیز افزایش یاگیاهان پلی

پلوئید نیز افزایش تعداد گیاهان پلیسینزمان تیمار کلشی
،1/0هاي شترین درصد پلوئیدي در غلظتیبشد. مشاهده 

.)11شکل (مشاهده شدسینکلشیدرصد 2/0و 15/0

پلوئیديهاي متفاوت بر درصد پلیها و زمانسین در غلظتتأثیر تیمار کلشی-11شکل 

تیمارهاي استفاده شده ،با توجه به نتایج فلوسایتومتري
اعت س24مدت بهسینکلشیدرصد2/0در غلظت بیش از 

پلوئیدي مناسب نبودند و القاي پلیمنظور بهساعت 48و نیز 
مانی کمتري داشتند. زنده

شده نتایج حاصل از بررسی سطح پلوئیدي گیاهان تیمار
، 1/0، 05/0، 01/0، صفر(سینبا سطوح مختلف کلشی

) با استفاده از مشاهدات درصد25/0و 2/0، 15/0
مورفولوژیک و نتایج حاصل از دستگاه فلوسایتومتري نشان 

سین در گیاه ارکیده بیشترین کلشیدرصد2/0داد که غلظت 
پلوئیدي را تولید کردند.درصد پلی

بحث
غلظت وافزایشاندازه برگ باچشمگیر در افزایش

پلوئیدي پلیو درنتیجه افزایش ،سینمدت زمان تیمار کلشی
با محیط پلوئید پلیسازگاري بیشتر گیاهان در نتیجهاحتمالاً

روي )2007(و همکارانEscandonنتایجباکهباشدمی
هاي گیاه دارویی بنگدانه که انگیزش پلوئیدي منجر به برگ

با مانی گیاهان کاهش زنده.اهنگی داردهمشدبزرگتر

ممکن است در اثر سینافزایش مدت زمان تیمار کلشی
این مشاهدات با ها در غلظت بالا باشد.سوختگی گیاهچه

-در رابطه با افزایش زنده) Kerdsuwan)2012هايیافته

سین تا حدي مشابهت دارد.هاي پایین کلشیمانی در غلظت
-هاي گیاهی در اثر القاي پلیانداماندازهتغییرمزیت

در واقع ؛سازگاري بیشتر گیاهان با محیط است،پلوئیدي
بیشتري نسبت به یمانها ممکن است قدرت زندهپلوئیدپلی

اجداد دیپلوئید خود در برابر عوامل نامساعد محیطی داشته 
زیرا با کاهش سطح برگ و افزایش اندازه سلول ،باشند

اه در حفظ آب و ایجاد تعادل آبی بیشتر روزنه توانایی گی
.است

عرض و مدت زمان تیمار،سینکلشیبا افزایش غلظت
ها با نتایج این یافتهیافت.هاي نگهبان افزایش سلولو طول 

Atichart در گیاه البته ) مطابقت دارند.2007(همکارانو
عنوان بهي نگهبان روزنههارازك، طول و عرض سلول

پارامترهاي مناسبی براي شناسایی گیاهان تتراپلوئید معرفی 
Royشده است ( et al., 2001.(

سین، در مقایسه کلشیبا افزایش غلظتمطالعه این در 



...زینتییاهپلوئیدي در گالقاي پلی268

.کاهش یافتبا گیاهان شاهد تعداد کلروپلاست 
ي گیربا توجه به اینکه دستگاه فلوسایتومتري با اندازه

دهد، میرا نشانDNAشدت نسبی فلورسانس، مقدار نسبی
سطح پلوئیدي یک نمونه ناشناخته تنها پس از ترکیب با 

هاي استاندارد گیاه شاخص با سطح پلوئیدي و محل هسته
با توجه به شود.پیک در مقایسه با استاندارد مشخص می

نتایج فلوسایتومتري تیمارهاي استفاده شده در غلظت بیش 
48اعت و نیز س24مدت بهسینکلشیدرصد2/0از 

مانی پلوئیدي مناسب نبودند و زندهالقاي پلیمنظور بهساعت 
کمتري نیز داشتند. 

سین تا حدودي در این تحقیق، با افزایش غلظت کلشی
افزایش اندازه ولیکاهش یافترشد گیاهان روند افزایشی
تعداد کلروپلاست در هر گیاهچه مشاهده وبرگ و ریشه

- در گیاهان زینتی با افزایش پلیسین تیمار کلشی.شد

پلوئیدي سبب افزایش اندازه برگ و تا حدودي افزایش 
هاي نگهبان روزنه اندازه ریشه، افزایش عرض و طول سلول

مانی درصد زندهي،پلوئیدپلیدرصد همچنین با افزایش شد. 
و میزان بیشتري از مرگ و میر در یافتهها نیز کاهش گیاهچه

سین در مقایسه با گیاهان شاهد گیاهان تیمار شده با کلشی
سین، با افزایش سطح تیمار کلشیکه طوريبه.شدمشاهده 

د که نتایج شافزایش پلوئیدي در گیاهان تیمار شده مشاهده 
در پژوهشفلوسایتومتري نیز گویاي این مسئله بود.

Malekzadeh Shafaroodi) تیمار با)2011و همکاران
بالاتربن سین، کلشیهاي مختلفریشه ریحان با غلظت

درصد گزارش شد. 5/0درصد گیاهان تتراپلوئید در تیمار 
دست آمدبهرنجبویه نتایج مشابهیدهمچنین در گیاه با

)Borghai et al., 2010(.
باعث کاهش درصد سینپژوهش تیمار با کلشیاین در 

هاي انجام بررسیباها شد که این نتایج انی گیاهچهمزنده
به درصد 02/0شده روي زرشک که با افزایش غلظت از 

Thao(درصد میزان بذرهاي زنده کاهش یافت 2/0 et al.,

در گل نرگس که باعث سین) و همچنین تیمار کلشی2003
ه شدها در شرایط درون شیشمانی گیاهچهکاهش زنده

)Ahmadi Majd et al., نتایجمطابقت دارد.)،2012

صورت بهدست آمده در رابطه با تغییرات مورفولوژیکیبه
کاهش تعداد و کاهش تعداد برگ و،افزایش اندازه برگ

سین در هاي کلشیاثر غلظتبررسینتایج باطول ریشه 
Malekzadeh Shafaroodi(ریحان et al., و )2011

Afshar(لیموترش Mohammadian et al., تا )2013
.شتحدودي مطابقت دا

در این تحقیق افزایش سطح پلوئیدي باعث کاهش تعداد 
که با نتایجشدروزنه و در عین حال افزایش اندازه آنها 

روي گیاه ریحان) 2010(و همکاران Omidbeigiمطالعات
پلوئید پس از تیمار با تولید گیاهان پلیالبته .مطابقت داشت

Alan(در موارد بسیاري مانند پیازسینکلشی et al.,

Chen(نوعی گونو )2007 et al., گزارش شده هم ) 2007
است.

نتایج حاصل از بررسی سطح پلوئیدي گیاهان تیمار شده 
درصد2/0سین نشان داد که غلظت با سطوح مختلف کلشی

سین در گیاه ارکیده بیشترین درصد کلشیدرصد 15/0و 
30نتایج فلوسایتومتري دررا تولید کردند.پلوئیدي پلی

را DNAمانده پیک دو برابر شدن میزان درصد گیاهان زنده
در سین غلظت کلشیمؤثرترین در این پژوهش .نشان داد

درصد تشخیص داده شد.2/0تغییر پلوئیدي
طور بهمیتوزي است کهسین یکی از مواد ضدکلشی

ها استفاده بسیاري از گونهپلوئیدي درپلیءوسیعی براي القا
مثبت این ماده تأثیرشده است و در این آزمایش نیز 

سین باعث دو همچنین کلشی،کننده پلوئیدي مشاهده شدءالقا
و در هابرخی از سلولهاي موزوموکربرابر شدن تعداد 

همچنین بهترین روش اي گردید.هستهDNAنهایت میزان 
بعد از فلوسایتومتري در پلوئیدپلیبراي تشخیص گیاهان 

ن تراکم آن ییتعاین گیاه بررسی خصوصیات روزنه و
تشخیص داده شد. در این آزمایش اندازه سلولهاي نگهبان 

تراکم آنها کاهش یافت. زایش وفپلوئید اگیاهان پلیدر
رسد افزایش سطح پلوئیدي و مقدار به نظر میبنابراین 

هاي را نسبت به تنشتواند گیاهکروماتین در گیاهان می
به گزارش رافضی و .کندتر و سازگارتر محیطی متحمل

Agropyron elongtumي گیاه ها) ژنوتیپ2009همکاران (
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L.هاکه اندازه کروماتین بزرگتري نسبت با سایر ژنوتیپ
داشتند در شرایط نامساعد محیطی سازگاري بیشتري از 

Rafezi(خود نشان دادند et al., 2009.(

سپاسگزاري
آزمایشگاه کشت بافت محترم ن مسئولاوسیله از بدین

واحد شیروان که امکان انجام این اسلامیدانشگاه آزاد
- میاري سپاسگزکردند،پژوهش را در این دانشگاه فراهم 

.کنیم
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Abstract
Phalaenopsis amabilis is one of the best and well-known orchid species that is easy to grow

and has good compatibility. This study was done for induction of polyploidy in Phalaenopsis
amabilis by in vitro conditions. The study was conducted as factorial based on a completely
randomized design with three replicates and each replicate  including three explants of auxiliary
buds (approximately 3 mm ) containing two leaves using seven different concentrations of
colchicine  (0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 and 0.25 percent) in two time periods (24 and 48 hours).
Explants were cultured on MS medium without hormones after treatment with colchicine. After
10 weeks sevral morphological traits that were under influence of polyploidy, including
number and size of leaves, number and size of roots, length and width of stomata guard cells,
number of chloroplast, and survival rate of seedlings were evaluated. Cytological observations
of new developed leaves were evaluated by flow cytometry to assess the number of
chromosomes in plants. The results showed that the highest percentage of polyploidy was
obtained using 0.15 and 0.2 percent of colchicine concentrations. Correlation of some
morphological traits with polyploidy levels showed that in addition to flow cytometry method,
some important morphological traits such as stomata characteristics and its density can be used
to recognize polyploidy in orchid plant. Polyploidy was resulted to enhancement in size and
reduction in density of guard cells. Colchicine is usable to produce ornamental polyploid orchid.

Keywords: Colchicine, flow cytometry, morphological traits, orchid.


