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  دهكيچ
ز ا دارچندساله، ريزوم )گياهيfoliosassp.  Less. Arnica chamissonisچاميسو ( يگياه دارويي آرنيكا

يكا بذر آرن باوجوداينكه .استصنايع دارويي  داراي كاربرد گسترده در است. اين گياه خانواده كاسني
ان هو لزوم انتخاب گيا محدود بودن منابع ژنتيكي ، به دليلچاميسو جهت كشت به ايران وارد شده است

د تنوع يدي جهت ايجائپلويهاي مناسب مانند القاء پلاستفاده از روش سازگار با شرايط اقليمي ايران،
در  سينغلظت كلشيپلوئيدي در گياه آرنيكا چاميسو، ژنتيكي در اين گياه ضروري است. جهت القاي پلي

روي  بر تيمارانجام شد. ساعت  24و  12، 6در سه سطح تيمار  زمانمدتو درصد  05/0دو سطح صفر و 
هترين باعمال شد. نتايج نشان داد كه  ايپنبه يگلولهخيس كردن مريستم با و به روش مريستم انتهايي 

 24 زمانمدتسين در درصد كلشي 05/0غلظت  باهاي انتهايي پلوئيدي، تيمار مريستمپلي براي القاي تيمار
برگ گياهان ميكسوپلوئيد دارايبود.  پيكوگرم 70/3گياهان ديپلوئيد برابر  C DNA2 محتوايساعت است. 

تفاع كمتر اي و ارتر، طول و عرض روزنه بيشتر و تراكم روزنهتر، برگ و ساقه ضخيمهايي با رنگ سبز تيره
  نشد. د خالص مشاهدهيدي تتراپلوئيح پلوئسطهايي با مطالعه،سلول يندر ا نسبت به ديپلوئيدها بودند.

  .، ژنومسين، ميكسوپلوئيديكلشي ،لوسايتومتريف آرنيكا چاميسو، گياهان دارويي،كليدي: كلمات
  

 مقدمه

 وميب دار و، ريزومي دارويي چندسالهگياه Arnica chamissonis Less. ssp. foliosaآرنيكا چاميسو با نام علمي 
شناسايي شده ي فعال بيولوژيك از آرنيكا جداسازي و ماده 150يش از ب .ستا ي كاسنياز خانواده شمالي آمريكاي

آرنيكا چاميسو هاي انتهايي گل. دهستنها و فنوليك اسيدها فلاونوئيد ها،ترپن لاكتونكوئيزسها ترين آناست كه مهم
و تورم ناشي ي عضلاني، بهبود زخم، درد مفاصل گسترده براي درمان موضعي كبودي و رگ به رگ شدن، دردها طوربه

براي افزايش  مؤثريك روش  عنوانبهپلوئيدي امروزه از پلي .)Merfort, 2010(شود از شكستگي استخوان استفاده مي
پلوئيد معمولاً با تغييرات مورفولوژيكي، شود. گياهان پليهاي ثانويه استفاده ميتوليد و بهبود كيفيت متابوليت

شوند و مقاومت بيشتري به تنشتر بهتر سازگار ميآناتوميكي و فيزيولوژيكي همراه بوده و در دامنه اكولوژيكي وسيع
پلوئيدي با ارزش است چون باعث افزايش در دهند. براي گياهان دارويي معمولاً پليميهاي زنده و غيره زنده نشان 

چندين  وسيلهبهتواند ها ميدو برابر كردن كروموزوم فرايند ).Yildiz, 2013(شود گياه مي مؤثروزن تازه و تركيبات 
ها را مريزاسيون ميكروتوبولكه پلي سين استي مورد استفاده كلشيترين مادهماده ضد ميتوزي القا شود. معمول

 Tanacetum گياه هاي)، دو برابر شدن كروموزوم2010زاده (مجد و كريم ).Dhoogh et al., 2011(كند مختل مي
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parthenium  .و تغييرات مورفولوژي، فيزيولوژي، فيتوشيمي و سيتوژنتيكي گياهان تتراپلوئيد القا شده را بررسي كردند
ساعت  24و  8، 6، 4، 2هاي زمانمدتسين در درصد محلول كلشي 05/0اي تاناستوم با غلظت يك هفتههاي گياهچه

ي بذر، گل، دانه گرده، برگ، ، اندازهداري در اندازه و تراكم روزنهتيمار شدند. گياهان تتراپلوئيد حاصل تغييرات معنا
مناسب  پروتكلي پيش رو در تحقيقفات مورفولوژي آرنيكا بهبود ص منظوربه ها و مقدار پارتنوليد نشان دادند.كرك
  مطالعه و ارائه شده است.در اين گياه پلوئيدي پليتترا القاي  جهت

  
  هاروش و مواد

دي در گياه آرنيكا پلوئيجهت القاي پلياز شركت ژليتو آلمان تهيه شدند.  بذرهاي آرنيكا چاميسو پژوهش نيدر ا
سطح  در دوسين شيبا دو فاكتور غلظت كلفاكتوريل و در قالب طرح بلوك كامل تصادفي  صورتبهچاميسو، پژوهشي 

ها از روش تيمار جهت اعمالبا سه تكرار انجام شد. ساعت  24و  12، 6در سه سطح  زمانمدتو درصد  05/0صفر و 
در مرحلهواخت گياهچه يكن 60اي استفاده شد. ي پنبهسين توسط گلولهآغشته كردن نوك مريستم انتهايي به كلشي

سين در ه كلشياي بهاي پنبهپلوئيدي انتخاب شدند. آغشته كردن مجدد گلولهي دو تا چهار برگي جهت القاي پلي
 مار، نوك مريستمساعت دو بار صورت گرفت. پس از پايان زمان تي 24و در تيمار زماني  باريكساعت  12 تيمار

 كسيون گياهاندر كل شش ماهكامل شسته شد. گياهان تيمار شده به مدت  طوربهها با آب مقطر استريل گياهچه
  دارويي دانشگاه شهيد بهشتي تا زمان انجام آزمايشات فلوسايتومتري نگهداري شدند.

آناليز شدند. سوسپانسيون  )1امِسي(اِف ي فلوسايتومتريوسيلهپلوئيدي بههاي آرنيكا براي تشخيص پليبرگ
به برگ گياه آرنيكا و استاندارد مورد استفاده  2بيپيبافر دبليوليتر ميلي 5/1اي حاصل از افزودن هسته

 BDبه دستگاه فلوسايتومتر ) Solanum lycopericum cv Stupicke, 2C DNA = 1.96 pgفرنگيگوجه(

KE - TMFACSCanto ) با مشخصاتBD: Biosciences, Bedford, MA, USAنتايج حاصل از  .) تزريق شد
 FloMax 2.0.0.1افزار تجزيه و تحليل شده و در نرم 2.4.1نسخه  Flowing Softwareافزار فلوسايتومتري، در نرم

 گياه آرنيكا، از فرمول زير استفاده شد 2C DNAساخت شركت پارتكِ آلمان ويرايش شدند. جهت محاسبه مقدار
)Tavan et al., 2015; Tarkesh Esfahani et al., 2016.(  

)pg مقدار (C DNA2  ميانگين پيك× گياه استاندارد)1G  1استاندارد / ميانگين پيكG نمونه) = مقدار C DNA2  نمونه
)pg(  

ها با استفاده از دادهگياه در سه تكرار مورد آناليز قرار گرفت.  60ماني و درصد ميكسوپلوئيدي براي تعيين درصد زنده
مقايسه شدند. براي مقايسه مشخصات  3LSDهاي موجود توسط آزمون آناليز شدند. ميانگين 1/9افزار سس نسخه نرم

گياه انتخاب شد كه با  سهتصادفي  طوربهئيد و ميكسوپلوئيد از گياهان ديپلو هركداممورفولوژي و آناتومي از بين 
  مقايسه شدند. T-testاستفاده از آزمون 

  
  حثب و نتايج

ها بر درصد متقابل آن تيمار و اثر زمانمدتسين و نشان داد كه اثرات ساده غلظت كلشينتايج تجزيه واريانس 
 05/0 غلظت تيمار درميكسوپلوئيدي گياهان در سطح يك درصد معنادار است. بيشترين درصد گياهان ميكسوپلوئيد 

در  سينشيكل درصد 05/0تيمار غلظت  ماني دريشترين درصد زندهب ساعت مشاهده شد. 24 زمانمدتدرصد و 
  ساعت بدست آمد. 24 زمانمدتماني در ساعت و كمترين درصد زنده 6 زمانمدت

                                                           
1FCM 
2Woody Plant Buffer; WPB 
3Least Significant Difference; LSD 
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  ماني و درصد ميكسوپلوئيديتيمار بر درصد زنده زمانمدتسين و كلشي تجزيه واريانس اثر غلظت 1جدول 

  ميكسوپلوئيديدرصد   مانيدرصد زنده  درجه آزادي  منابع تغييرات
  مربعاتميانگين 

 n.s55/5  n.s72/9  2  بلوك

  38/401**  5/7812**  1 سينغلظت كلشي
  38/226**  38/601**  2  تيمار زمانمدت

  38/226**  16/504**  2  زمان× غلظت 
  7/4  11/10  10  خطاي آزمايش

  01/28  27/4  ضريب تغييرات (%)
 است.بودن تيمارها در سطح احتمال يك درصد دارمعني دهندهنشان**
  

  
  يكسوپلوئيديمدرصد ماني و درصد زندهروي صفات تيمار  بر  زمانمدتو سين كلشيغلظت متقابل نمودار اثر  1شكل 

  
پيك گياهان  و 73) روي كانال x2آناليز فلوسايتومتري مشخص كرد كه پيك گياهان ديپلوئيد (در اين تحقيق، 

در  ،يتومتريدستگاه فلوسا از آمده بدست يهايكپ اساسبر قرار دارد.  140و  73) روي كانال x4x+2ميكسوپلوئيد (
د يتتراپلوئ -هاي ديپلوئيد سلول سطح كروموزومي متفاوت شامل دو هايي بان سلوليسلشيك توسط مار شدهيت ياهانگ

). 2شدند (شكل  نظرگرفته در ديسوپلوئيكاهان ميگ عنوانبه يروموزومك سطح دو داشتن با هاسلول نيا .مشاهده شد
 اهانيگ عنوانبه اهانيگ نيا ناهمسان است. بافت ينوع دهندهنشان هم در كنار يديسطح پلوئ دو با هاييسلول وجود
از  گياهان مريستم نظر كه اين از گياهان ميكسوپلوئيد ايجاد شدند. اي (ميكسوپلوئيد) درنظرگرفتههسته ناهمسان بافت
 نيست از انتظار دور باشد متفاوت هاآن در سينكلشي تمايل جذب است ممكن و شده تشكيل يزياد يهاسلول

)Jones et al., 2008 .(با اهانيگ نيا در پيكوگرم بدست آمد. 70/3اِي، براي گياهان ديپلوئيد انِميانگين محتواي دي 
 اهانيگ برگ حاضر پژوهشدر  نشد. مشاهده د خالصيتتراپلوئ يديپلوئ سطح با ييهاسلول ،يتومتريز فلوسايآنال

ها در سطح برگ گياهان همچنين كركد بودند. يپلوئيد اهانيگ برگ از ترميضخ توجهيقابل طوربهميكسوپلوئيد آرنيكا 
 ديپلوئيد گياهان نسبت بهها بوته اي و ارتفاعتراكم روزنهبود. اما تر ها نيز سبز تيرهميكسوپلوئيد بيشتر و رنگ برگ

برگ مياني برگ و قطر ساقه نشان داد كه گياهان گپلوئيدي بر روي ضخامت رنتايج بررسي اثر پلي بود. كمتر
سلولو فضاي بين سلولي بيشتري دارند.  تربزرگميكسوپلوئيد نسبت به گياهان ديپلوئيد پارانشيم نردباني و اسفنجي 

 اندازه شدن بزرگ و هاشدن بافت ترميضخ باعث د،يپلوئيد يهاسلول به نسبت شتريحجم ب داشتن با پلوئيدپلي يها
  ).Rauf et al., 2006(شوند يم اهيگ يهااندام
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يستوگرام گياهچه هاي آرنيكا (الف) هيستوگرام شاهد و استاندار (ب) ههاي فلوسايتومتري گياهچهگيتينگ هيستوگرام 2شكل

  سين و استانداردتيمار شده با كلشي
  

  اي و آناتوميپلوئيدي بر روي مشخصات مورفولوژي (ريختي)، مشخصات روزنهاثر سطح  2جدول 
  مشخصات رشدي  ديپلوئيد  ميكسوپلوئيد

52/0±79/7  93/0±94/13  )cmارتفاع گياه (  
06/0±93/2  15/0±66/1  )mmقطر ساقه  (  

6/2±89/187  96/1±146  )µmضخامت پهنك (  
92/0±52/566  82/0±34/428  )µm مياني) ضخامت رگبرگ  
56/0±61/22  38/0±37/16  )µmطول روزنه ( 

55/0±61/19  74/0±37/13  )µmعرض روزنه (  
57/0±213  52/1±247 )2mmتراكم روزنه ( 
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Abstract 
Arnica chamissonis Less. ssp. Foliosa is a rhizomatous herbaceous perennial from the daisy 

family (Asteraceae).This plant has many uses in pharmaceutical industries. Although Chamisso’s 
Arnica seed for culture in Iran is imported. due to the limited genetic resources and the need to 
choose plants adapted to the climatic conditions in Iran, using appropriate methods such as 
induction polyploidy in plants is essential to create genetic diversity. 

In order to induce polyploidy in A. chamissonis, used and colchicine dose and exposure time 
were tested. Colchicine dose was tested in 0 and 0.05 % concentrations and exposure times of 6, 12 
and 24 hours were used to induce polyploidy. In the first set of experiments, apical meristems were 
exposed to colchicine both by the means of insertion of cotton balls. The results indicated that the 
best method to induce polyploidy in A.chamissonis was use of the cotton ball method and 24 hours 
exposure time. DNA content (2C) of diploid plants was 3.70 picograms. Mixoploid plants had 
darker green foliage, thicker stems, larger and sparser stomata and lower height compared to 
diploid plants. In this study, plants with a pure tetraploid level were not observed. 
Keywords: Medicinal plants, Arnica chamissonis, flow cytometery, Colchicine, Mixoploidy, Genom. 

 


