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 های  محتوای فنلی و آنزیم بر آن اثر و یدیپلوئ یپل دیتول امکان یبررس

 اکسیدانی زنیان جمعیت پاکستان آنتی
 

 2بهمن فاضلی نسبو  1*لیلا فهمیده ،1راحله اکبری

 گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه زابل، زابل 1

 ، زابلژوهشکده کشاورزی، دانشگاه زابلگروه پژوهشی زراعت و اصلاح نباتات، پ 2

 (03/06/1397، تاریخ پذیرش نهایی: 09/02/1397تاریخ دریافت: ) 

 

 

 چکیده 

های اصلاح گیاهان دارویی یکی از روش عنوان به نیس یکلشپلوئیداسیون( با استفاده از ها )پلینمودن تعداد کروموزومامروزه القای مضاعف

پلوئیدی و القاء پلی منظور بهسین ای به خود اختصاص داده است. در این پژوهش از کلشیجایگاه ویژه انهآصول افزایش تولید مح منظور به

ی و برخی صفات مورفولوژیک و فیزیولوژیک جمعیت پاکستان گیاه دارویی زنیان استفاده شد. دیپلوئ آن بر میزان القای تترا ریتأثبررسی 

کار برده هب ساعت روی مریستم انتهایی ریشه زنیان 18و  12، 6در سه زمان  گرم در لیتر 1و  75/0، 5/0، 2/0 های صفر،سین با غلظتکلشی

تکرار استفاده شد. بررسی کروموزومی با روش اسکواش و با  سهتصادفی با  کاملاًشد. بدین منظور از آزمایش فاکتوریل بر مبنای طرح 

و در گیاهان  2n=2x=18یج نشان داد که تعداد کروموزوم پایه در گونه مورد بررسی نتا استفاده از روش تحلیل تصویری انجام شد.

گرم در لیتر  5/0ها در غلظت وری گیاهچهدنبال غوطهدرصد(، به 80) یدیپلوئ تترا. بالاترین درصد القاء بود 2n=4x=36شده تتراپلوئید

شده و شاهد در سین و کشت بذور تیماریمار بذرهای گیاه با کلشیآمد. در ادامه پس از ت دستبهساعت  6سین در مدت زمان  یکلش

شده( از نظر مشخص نمود که گیاهان تتراپلوئید )تیمار یافته در مرحله گلدهی مورد بررسی قرار گرفتند. نتایجهای رشدگلدان، گیاهچه

نوئید( و مورفولوژی )تعداد شاخه جانبی، ارتفاع گیاه، ، آنتوسیانین، آسکوربات پراکسیداز، کاتالاز و فلاوaصفات فیزیولوژی )کلروفیل 

تواند برای گیاه لذا روش اصلاحی مورد مطالعه مینسبت به گیاهان شاهد برتری داشتند  تعداد برگ، طول و عرض برگ و وزن تر و خشک(

 زنیان مفید و قابل استفاده باشد.

 

 ین، فنل، فلاونوئیدس ی کلیدی: تتراپلوئیدی، شمارش کروموزومی، کلشیها واژه

 

 مقدمه

( Apiaceae) متعلق به تیره چتریان( Carum copticum) زنیان

 ۹۰تا  ۳۰به ارتفاع  ککرو بی ساله یکاست علفی،  یاهیگ

عمده در  طور بهکه پر شاخ و برگ کمتر از یک متر( ) مترسانتی

خشک شرق هند، بخش شمال غربی، مناطق خشک و نیمه

کند و همچنین در مصر رشد میمرکزی و شرقی ایران 

(Sargazi et al., 2016) تعداد کروموزوم موجود در این گیاه .

2n=18 است (Fazeli-Nasab, 2018) میوه زنیان دارای اسانس .

روغنی بوده که میزان آن برحسب مناطق مختلف رویش گیاه 

و  ترین ترکیبات آن تیمول، پاراسیمن، آلفاپیننمتفاوت و مهم

درصد اسانس آن از تیمول تشکیل  ۵۰که حدود  کارواکرول

 استکش اسپاسم و قارچمیکروبی، ضدشده و دارای اثرات ضد
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(Fazeli-nasab and Fooladvand, 2016) خاصیت . 

 میکروبی زنیان مربوط به ترکیب تیمول و خاصیت ضد

اسپاسم آن مربوط به اسانس فرار آن است ضد

(Haghiroalsadat et al., 2015). از سانسا ینا ایجزا شتربی 

  و اکسیدانی یآنت اصخو دارای هـک هستند فنلی تترکیبا

دارنده  عنوان نگه به دهستفاا قابلیت نتیجهدر و دهبو بیومیکرضد

 یهادبررکاه گیا ینا سانسا همچنین. ندرا دار ییاغذ ادمو در

 ,.Tohidi et al)دارد  زیسادارو صنایع و پزشکی در متنوعی

2017). 

ید اصلی و هدف اختصاصی متخصصان، یافتن تأکامروزه 

های جدید گیاهی، توسعه استعدادهای ژنتیکی و همچنین گونه

هایی برای افزایش مواد مؤثره گیاهان دارویی است یافتن شیوه

(Naghavi et al., 2004). ردمو ادیبهنژ یها روش از یکی 

 استمصنوعی  پلوئیدی یپل ءلقان اگیاها از ریبسیا در دهستفاا

(Adelanwa et al., 2011)ورزی سطح پلوئیدی ابزار . دست

 Madon)توانمندی در اصلاح ژنتیکی بسیاری از گیاهان است

et al., 2005). ی برنامهها صلیا عموضوپلوئیدی القاء پلی

هایی که در گیاهان اغلب موجب تولید واریانت استصلاحی ا

ی دیگر از طریق دو شود و از سوجدید با کیفیت متمایز می

های ژنی شدن سطح کروموزومی، افزایش تعداد نسخهبرابر

و افزایش جثه گیاه موجب  مؤثرهکننده، ترکیبات مواد بیان

 ,.Thao et al)شودشدن ترکیبات ثانویه و دارویی آن میبیشتر

پلوئیدی موجب افزایش سازگاری . علاوه بر این، پلی(2003

 طلوب از جمله خشکی و شوری گیاه به شرایط محیطی نام

های های سطح ژنومی )نسخهافزایش در ویژگی ضمناًشود می

پذیری، تنوع فنوتیپی، هتروزیس، بنیه )درشتی ژنی(، انعطاف

های تکراری ژن در اندام رویشی(، انجام وظیفه متفاوت نسخه

توجیه  عنوان بهیر در نحوه تولید مثل را تأثاندام مختلف و حتی 

 Mansouri and)پلویید نسبت به دیپلوئید دانستلیبرتری پ

Bagheri, 2015) . 

 دهما یک ان( بهعنوC22H25O6N) شیمیایی کلشیسین دهما

 دهستفاا ردمو نگیاها وئیدی درپلاتتر دیجاا فهد با و کمحر

 ترکیب یک . کلشیسین(Dhooghe et al., 2011)د میگیر ارقر

های گیاه گل حسرت که از بذر پداژه و گل ستا یلکالوئیدآ

(Colchicum autumnaleاستخراج می ) شود(Fathi et al., 

های دوکی در طی رشته تشکیل از مانعسین  یکلش. (2011

یم سلولی از طریق جلوگیری از پلیمریزاسیون تقس

ی پروتئینی توبولین و واحدها یرزها با پیوند به میکروتوبول

 ادتعد نشددو برابر هب منجر نتیجهدر و تغییر شکل آنها شده

 (.Arzani and Darvey, 2001)شود  یم لسلو درها  کروموزوم

 ادمو به نسبت ترکیب ینا که سته اشد ارشهمچنین گز

 تکثر و بیشتر یکژفولورمو اتتغییر یگرد زایجهش

-Alishah and Bagherieh)میکند  دیجاا ی رابالاتر نموتاسیو

Najjar, 2008; Rauf et al., 2006)ایبر کلشیسین از دهتفاس. ا 

 ستا هشد ارشگز کمتر ییدارو نگیاها در پلوئیدیپلی دیجاا

(Alishah and Bagherieh-Najjar, 2008)همه پاسخ ع. نو 

 به دهما ینا و نیست نیکسا سینکلشی به گیاهی یگونهها

 ینمو و شدر ییژگیهاو بر ندامیتو دارد که سمیتی خاطر

 از بعضی در یرتأث ینا هگا و باشد شتهدا منفی یرتأث نگیاها

 از دهستفاا لیهاو رمنظو ستا ممکن تنهانه که ستا نچنا گونهها

 و شدر ییژگیهاو که ستا ممکن بلکه ،نیایددست به دهما ینا

 ,.Chakraborti et al)ار گیرند قر منفی یرتأث تحت نیز هگیا نمو

 ینا ینمو و شدر یطاشر نچو ییدارو نگیاها یژهو به. (1998

 که ستا ممکن ینابنابراست  عیزرا نگیاها از وتمتفا نگیاها

 ,Alishah and Bagherieh-Najjar) باشد تردیازا نهآ حساسیت

2008) . 

پلوئیدی نشان داد که نتایج تحقیقات مختلف در پدیده پلی

افزایش سطح  (،Salvia miltiorrhiza Bge) در گیاه بابونه

 Gao)شود های آن میگل پلوئیدی منجر به افزایش قطر و وزن

et al., 1996) ( همچنین در گیاه بادرشبوDracocephalum 

moldavica L.پلوئیدی سبب ایجاد گیاهانی ( افزایش سطح پلی

. (Omidbaigi et al., 2010)تر شد تر و تیرههای درشتبا برگ

داری بین پلوئیدی گیاه اسفناج تفاوت معنیدر بررسی القاء پلی

گرم در لیتر با میلی 1۰وجود نداشت و تیمار  کنندهءالقامواد 

های ساعت با توجه به هیستوگرام ۳2تیمار زمانی 

را نشان داد  DNAشدن مقدار برابر دوفلوسایتومتری پیک 
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(Roughani et al., 2017) امروزه مقاومت به داروها موضوع .

 یر قرار تأثمهم و کلیدی است که سلامت عموم را تحت 

 شدت بهد. بنابراین کلاس جدید داروهای ضدمیکروبی، دهمی

 عنوان بهتوان از فلاونوئیدها مورد نیاز است. با این وجود می

 طور بهنسل جدید و کارا در این زمینه نام برد. فلاونوئیدها 

وجود  کنندهفتوسنتزهای یژه سلولو بهطبیعی در سلسله گیاهان 

کند حیاتی گیاهان ایفا می هایای در فعالیتدارند که نقش ویژه

(Havsteen, 1983) ساقه کنندهفتوسنتزهای و در سلول ،

شود. فلاونوئیدها در یافت می غیرهها و ها و میوهگیاهان، گل

 فتوسنتز، انتقال انرژی، فعالیت هورمون رشد گیاه و 

های رشد، کنترل تنفس و فتوسنتز، مورفوژنز و کنندهتنظیم

 .(Skibola and Smith, 2000) قش دارندتعیین جنسیت نیز ن

در این مطالعه امکان ایجاد گیاهان تتراپلوئید زنیان با 

های مختلف تیمار با های مختلف و زماناستفاده از غلظت

 سین و تعیین بهترین تیمار برای رسیدن به این منظورکلشی

بررسی شد و در ادامه تغییرات کروموزومی و همچنین تغییرات 

و برخی خصوصیات فیزیولوژیکی گیاهان حاصله با ظاهری 

تا امکان  گیاهان شاهد مورد بررسی و مقایسه قرار گرفت

دستیابی و تولید گیاهان تتراپلوئید دارای خصوصیات ظاهری و 

اکسیدانی و محتوی فنل و فلاونوئیدی  یآنتهای میزان آنزیم

 برتر نسبت به همتایان دیپلوئید فراهم شود.

 

 هاشمواد و رو

 تمطالعا سین و بررسی سطح پلوئیدی: یکلشتیمار با 

در پژوهشکده  ۹6-۹۵ل سا در ه زنیانگیا نتیکیژسیتو

جمعیت پاکستان  ربذ. شد منجافناوری دانشگاه زابل ا یستز

منظور به  . بهشد تهیه نصفهاا ربذ نپاکا شرکت از ه زنیانگیا

 یشدیرپت وفظر به هاربذ ،یشهر نتهاییا مریستم آوردندست

 ،مقطرآب ودنفزا از پس و منتقل بمرطو صافی کاغذ ویحا

 2۴درصد، دمای  ۳۸در ژرمیناتور تحت شرایط کنترل رطوبت 

 1۰ساعت روشنایی و  1۴گراد و دوره نوری درجه سانتی

ساعت تاریکی قرار داده شدند. پس از چهار روز بذرهای 

 ر آماده مت سانتی 2تا  ۵/1هایی به طول زده با ریشهجوانه

سین با کردن از محلول کلشیشدن بودند. برای تیمارتیمار

گرم در لیتر و در سه  1و  7۵/۰، ۵/۰، 2/۰های صفر، غلظت

مشاهده و  منظور به .ساعت استفاده شد 1۸و  12، 6مدت زمان 

تیمار با استفاده پیش -1ترتیب مراحل: ها، بهشمارش کروموزوم

مدت هیدروکسی کینولین به-۸ر( مولامیکرو ۰۰2/۰)از محلول 

 ۹6)مرکب از اتانول  2 تثبیت با محلول کارنوی -2ساعت،  ۵

  درصد به نسبت ۳۰درصد و اسیداستیک  1۰ کلروفرمدرصد، 

هیدرولیز با اسید  -۳ساعت در دمای اتاق،  2۴مدت ( به1: ۳: 6

  -۴دقیقه و سپس  2۰مدت نرمال به 1کلریدریک 

دادن ین انجام شد. پس از قراراورسئاستوها با آمیزی ریشهرنگ

شده )قسمت انتهایی نوک ریشه( روی لام، یک های آماده نمونه

درصد روی اسلاید گذاشته و لامل روی  ۴۵ اسیداستیک قطره 

های های اضافی، سلولآن قرار داده شد تا ضمن خروج رنگ

  مریستمی نیز در یک سطح پخش شوند.

روش  ازشده با استفاده تهیه هایبرداری از نمونهعکس

ه یکطور بهبرابر انجام شد،  1۸77تحلیل تصویری با بزرگنمایی 

که بر  Color Video Cameraتصاویر کروموزومی از طریق 

نصب شده بود به  Olympusروی میکروسکوپ نوری مدل 

شده به برنامه مانیتور منتقل و ضبط شد. تصاویر تهیه

Photoshop (Version 1.04)  1۰منتقل شد. از هر تیمار تعداد 

سلول انتخاب شد و شمارش  ۵اسلاید و از هر اسلاید تعداد 

 و به این صورت در دو گروه  کروموزوم آنها انجام شد.

های دیپلوئید که تغییر تعداد کروموزوم سلول-1بندی شدند: طبقه

های تتراپلوئید که تعداد کروموزوم آنها دو سلول -2نشان ندادند 

های هر گروه  رابر تعداد کروموزوم دیپلوئید بود. در ادامه دادهب

 دیپلوئید و تتراپلوئید براساس درصد محاسبه شد.

سین و بررسی برخی شده با کلشیکشت بذور تیمار

بعد از تعیین بهترین دز  صفات مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی:

گرم بر لیتر در مدت  ۵/۰سین )غلظت و زمان اعمال کلشی

پلوئیدی که با انجام عمل ساعت( برای القاء پلی 6مان ز

 کلشیاسکواش و شمارش کروموزومی حاصل شد، بذور با 

نشده تیمارشده و سین تیمار شدند پس از کشت بذور تیمار

برخی صفات مورفولوژیکی و   و تولید گیاهچه )شاهد(
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ر گیری شد. در این تیمار ابتدا بذوفیزیولوژیکی زنیان اندازه

 درصد، در  1۵پس از ضدعفونی با هیپوکلریت سدیم 

سین روی کاغذ صافی در لیتر کلشی گرم ۵/۰دیش حاوی پتری

ساعت در جایی تاریک منتقل گردید. پس از اعمال  6مدت به

نشده )شاهد( تیمار مورد نظر، بذرها در دو گروه بذرهای تیمار

مقطر استریل آباز  استفادهسین با  شده با کلشیو بذرهای تیمار

داده شده و در گلدان حاوی خاک مناسب )یک  شوتوشس

قسمت ماسه بادی، یک قسمت خاک معمولی و یک قسمت 

های کود دامی( و در شرایط گلخانه کشت شدند. سپس گیاهچه

 شده مورد بررسی قرار گرفتند. تولید

ارتفاع گیاه، طول و  گیری صفات مورفولوژیکی: اندازه

متر(، تعداد کش مدرج و برحسب سانتیطعرض برگ )با خ

شاخه جانبی، تعداد گل، تعداد برگ، وزن تر و خشک بوته، 

قطر ساقه اصلی و فرعی، قطر ریشه )توسط کولیس برحسب 

 گیری شد.متر( اندازهمیلی

 تریلکرویم 2۰۰۰شامل  محلول این :Ice–Coldتهیه بافر 

)برای تهیه  =pH 7مولار با میلی 1۰۰ فسفات پتاسیم بافر محلول

)جرم حجمی  K2HPO4 نمک دو از فسفات پتاسیم محلول

( استفاده و به این ۰۸6/1۳6)جرم حجمی  KH2PO4و ( 2/17۴

 تهیه هانمک این از کدام مولار از هر 1محلول  صورت که ابتدا

ی از هر کدام برداشته، مخلوط و به حجم س یس 1۰سپس . شد

 2۰تنظیم شد.(،  7 روی آن pH ی رسانده شد وس یس 1۰۰

دو آب  تریلکرویم 1۹۸۰و سپس  mM 1/۰ EDTA تریلکرویم

 .(Davari et al., 2018) تقطیر بود بار

 1/۰ ها،آنزیم یریگ اندازه جهتآنزیمی:  عصاره استخراج

 Ice – coldبافر  سیسی ۴ با و برداشت برگ سبز بافت از گرم

. شدند رآوردهد همگنصورت  به و ساییده کاملاً سرد هاون در

در  دقیقه 1۵ مدتبه و عبور صافی کاغذ از همگن مخلوط

 داریخچال سانتریفیوژ دور با استفاده از دستگاه 16۰۰۰

 یمیآنز عصارهعنوان  به بالایی فاز سپس. شدند وژیفیسانتر

  گردید استفاده آنزیمی فعالیت سنجش برای پروتئینی()

(de Azevedo Neto et al., 2006). 

 7۵۰به این منظور مخلوط واکنش شامل  اتالاز:آنزیم ک

تقطیر  دو بارآب  تریلکرویم 1۵۰۰یتر عصاره آنزیمی و لیکروم

 7۵۰گیری آنزیم، به کووت کوارتز اضافه شد و به هنگام اندازه

مولار به مخلوط واکنش میلی 7۰پراکسید هیدروژن یتر لیکروم

ثانیه  6۰مدت نانومتر به 2۴۰اضافه گردید. تغییرات جذب در 

 خواندهگراد با استفاده از اسپکتروفتومتر  یسانتدرجه  2۵در 

در زمان یک دقیقه، به  آمده  دست بهشد. تغییرات جذب 

mMضریب خاموشی مولی این واکنش که برابر 
-1

cm
-1 ۳6 

  وزناست تقسیم شد و فعالیت آنزیمی بر حسب واحد در گرم 

 . (Beers and Sizer, 1952; Panahi et al., 2016) بیان شد تر

 فعالیت گیریاندازه جهت :دازیپراکس آسکورباتآنزیم 

 تریکرولیم 2۵۰ شامل( تریلیلیم کی) یواکنش کمپلکس، مآنزی

 تریکرولمی 7pH= ، 2۵۰مولاریلیم 1۰۰ فسفات بافر محلول از

 EDTA ۴/۰ از تریکرولیم 2۵۰ مولار،یلیم کی آسکوربات

 تریکرولیم 1۰ ر،یتقط بار دو آب تریکرولیم 1۹۰ مولار،یلیم

 محلول از تریکرولیم ۴۰ و مولاریلیم 1۰ ،دیپراکسدروژن یه

 طول در یواکنش کمپلکس جذب. بود شده استخراج یمیآنز

 یخاموش بیضر از استفاده با و ادداشتی نانومتر 2۹۰ موج

mmol
-1

cm
 گردید محاسبه میآنز تیفعال زانیم ۸/2 1-

 (Sairam et al., 2002). 

 اندام گرم 1/۰ ی میزان فنل کل و فلاونوئید:ریگ اندازه

 2۴-72 مدتبه و سائیده درصد ۹۵ اتانول تریل یلیم ۵ در هوایی

 و کل فنلی ترکیبات سنجشمنظور  به تاریکی در ساعت

 هدقیق 2۰مدت دور به ۴۰۰۰و سپس در  یدار نگه کل فلاونوئید

 .شدند وژیفیسانتر

رویی  محلول تریل یلیم یک ل بهبرای سنجش میزان فنل ک

 و گردید اضافه درصد ۹۵ اتانول تریل یلیم یک شده، وژیفیسانتر

 ۵/۰ سپس. شد رسانده تریل یلیم ۵ به محلول حجم مقطرآب با

 سدیم کربنات تریل یلیم یک و درصد ۵۰ فولین معرف تریل یلیم

 یک مدتبه حاصل مخلوط. گردید اضافه آن به درصد ۵

 در نمونه هر جذب سپس و شد نگهداری یکیتار در ساعت

 منحنی از استفاده با و شد خوانده نانومتر 72۵موج  طول

 کل فنلی ترکیبات غلظت ،(a 1شکل ) دیاس گالیک استاندارد

 منحنی رسم. گردید محاسبهتر   وزن گرم در گرم یلیم برحسب
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 ۳1۵ ...یها میو آنز یفنل یو اثر آن بر محتوا یدیپلوئ یپل دیامکان تول یبررس

 

 

 
 

 
آلبومین سرم  و (b) دیفلاونوئی مقادیر ریگ اندازهکوئرستین جهت  ،(aفنل )دیر ی مقاریگ اندازهاستاندارد گالیک اسید جهت  منحنی -1شکل 

 (cکل )ی مقادیر پروتئین ریگ اندازهگاوی جهت 

 

 ۳۵۰و  2۵۰ ،1۰۰ ،۵۰ ،صفر یها غلظت در کل فنل استاندارد

 .(Meda et al., 2005) گرفت صورت لیتر در گرم یلیم

یتر از هر لیکروم ۵۰۰برای سنجش میزان فلاونوئید کل به 

یتر محلول لیکروم 1۰۰%(، ۸۰لیتر متانول )میلی ۵/1عصاره 

 1یتر محلول استات پتاسیم لیکروم 1۰۰%(، 1۰آلومینیوم کلرید )

مقطر اضافه شد. جذب مخلوط بعد از لیتر آبمیلی ۸/2مولار و 

نانومتر نسبت به بلانک  ۴1۵ موج طولدقیقه در  ۴۰گذشت 

شده در بالا بلانک حاوی تمام ترکیبات ذکر گیری گردید.اندازه

 شده  اضافه% به آن ۸۰جای عصاره همان حجم متانول هبود اما ب

شد بود. برای رسم منحنی استاندارد از کوئرستین استفاده 

گرم اساس میلیها بر. میزان فلاونوئید کل عصاره(b 1شکل )

 Chang)معادل کوئرستین بر گرم وزن خشک گیاه گزارش شد 

et al., 2002). 

 گرم 1/۰ بیوره، معرف تهیهمنظور  به بیوره: معرف تهیه

 به درجه ۹6 اتانول تریل یلیم ۵۰ در G250بلو  بریلیانت کوماسی

 تاریکی در( مگنت) مغناطیسی همزن کمک با ساعت یک مدت

 ۸۵ اسید کیفسفر تریل یلیم 1۰۰ سپس. گردد حل یخوب به

 محلول کل حجم پایان در. شود هافزود آن بهقطره   قطرهدرصد 

 با حاصل محلولو  شود رسانده لیتر یک به مقطرآب کمک به

 ,.Davari et al)گردد صاف یک شماره واتمن صافی کاغذ

2018). 

 سنجش پروتئین استاندارد و ارزیابی میزان پروتئین کل:

 یابیلازم است ارز میآنز تیفعال زانیم نییو تع یابیارز یبرا

 شیموجود در عصاره مورد آزما نیکل پروتئ زانیاز م یقیدق

 ,Bradford) دفوردامنظور از روش بر نی. بدردیصورت گ

 یک در تر بافت گرم یک. دیاستفاده گرد ریشرح ز به (1976

 با مولار یلیم ۵۰ فسفات بافر لیتر میلی سه محتوی چینی ون ها 

2/7 pH در دقیقه 1۵ مدتبه حاصل عصاره. شد سائیده 
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 گراد سانتی درجه ۴ دمای و g 1۴۰۰۰در دار خچالی وژیفیرسانت

پروتئینی )محلول  عصاره لیتر میلی 1/۰ سپس مقدار. گرفت قرار

 بیوره معرف لیتر میلی پنج منتقل و آزمایش ی ها لوله رویی( به

 یک از قبل و دقیقه دو از پس. شد ورتکس عاًیسر و افزوده 

 ۵۹۵موج  طول در فتومتراسپکترو  دستگاه با ا نهآ جذب ساعت

 منحنی از استفاده با پروتئین غلظت و شد خوانده نانومتر

 حسب بر و ( محاسبهc 1شکل ) گاوی نیآلبوم استاندارد

 .گردید محاسبهتر   وزن گرم بر گرم یلیم

 1/۰گیری آنتوسیانین جهت اندازه گیری آنتوسیانین:اندازه

لیتر متانول میلی 1۰از بافت برگی تازه را در هاون چینی با 

اسید خالص به نسبت کلریدریک اسیدی )متانول خالص و 

دار یده و عصاره در لوله آزمایش سرپیچیسا کاملاً( ۹: 1حجمی 

دور در دقیقه  ۴۰۰۰دقیقه با سرعت  1۰مدت ریخته شد و به

  nm۵۵۰ موج طولسانتریفیوژ و جذب محلول رویی در 

 و با در  ز فرمول زیرگیری شد. غلظت با استفاده ااندازه

متر بر مول و سانتی ۳۳۰۰۰( εگرفتن ضریب خاموشی )نظر

بر گرم وزن تر ارائه شد  مولیکرومنتایج بر حسب 

(Nadernejad et al., 2013). 

 یریگ اندازهجهت  و کارتنوئید:فیل وکلر یریگ اندازه

 ۵ با برگ بافت تر از مگر 12۵/۰ اردـمقو کارتنوئید فیل وکلر

 آمده   دست به طمخلو شد. دخر صددر ۸۰ نستولیتر ا یلیم

 و یددگر ژسانتریفیو قیقهد در دور 6۰۰۰ درقیقه د 1۰ت مدبه

 لیتر یلیم ۸به  آن حجم و اجد رهعصا بالایی قسمت نهایت در

ی فتومتروپکترـسا روش از دهستفاا با یریگ اندازهشد.  هساندر

ترتیب در به یدتنوئوکار و a ،bو برای کلروفیل گرفت  منجاا

جهت  .نانومتر خوانده شد ۴7۰ و 6۴۵ و 66۳ یها موج طول

کنترل استفاده شد.  عنوان بهدرصد  ۸۰تنظیم دستگاه از استون 

های زیر محاسبه گردید غلظت رنگیزه با استفاده از رابطه

(Khalili and Baghbani-arani, 2017). 
Chla = (19.3 × A663 - 0.86 × A645) × V 

Chlb = (19.3 × A645 - 3.6 × A663) × V 

Cartenoeid = [(100 × A470) - 3.27 × (mg chla) – 104 × 

(mg chlb)] / 227 

(V  یمضخامت کووت )باشد. 

های های حاصله از بررسیدادهبرای تجزیه  یه آماری:تجز

تصادفی با  کاملاًفاکتوریل بر پایه طرح  صورت به کروموزومی

های  دادهبرداری برای  ام دادهو پس از اتمتکرار  سه

دو گروه شاهد و تیمار مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی حاصله 

تکرار تجزیه واریانس و  سهتصادفی با  براساس طرح کاملاً

انجام  جهتانجام شد.  LSDسپس مقایسه میانگین با روش 

و ( 1/۹)نسخه   SASیافزارها نرماز رسم شکل و ها  تجزیه

Excel های حاصل از ا توجه به اینکه اکثر دادهاستفاده شد. ب

اساس در این تحقیق بر آمده  دست بهی دیپلوئ شمارش تترا

ها دارای توزیع نرمال باشند، از درصد بودند، برای اینکه داده

استفاده شد. در مواردی هم که  2X=X1تبدیل داده جذری

 ردید.استفاده گ 5.02X=X1صفر وجود داشت از تبدیل

 

 نتایج و بحث

پس از  سین:ی حاصل از تیمار با کلشیدیپلوئ نتایج تترا

ی از اسلاید نمونه شاهد، عدد بردار عکسمطالعه و 

( که مشابه 2شکل دست آمد )به 2n=18کروموزومی در زنیان 

 Chattopadhyay and) استبا نتایج تعدادی از محققان 

Sharma, 1990; Noori et al., 2017). ایج حاصل از بررسی نت

سین در شده با سطوح مختلف کلشیسطح پلوئیدی گیاه تیمار

سه زمان مختلف با استفاده از شمارش کروموزومی بررسی 

تیمارهای  واریانس در رابطه با اثرات ساده شد. نتایج تجزیه

غلظت درصد  1در سطح  داردهنده اثر معنیمختلف نشان

رصد احتمالی گیاهان و مدت زمان تیمار بر د سینکلشی

اثرات  (.1)جدول تتراپلوئید برای جمعیت مورد مطالعه بود 

سین و مدت زمان تیمار نیز در سطح متقابل غلظت کلشی

نتایج مقایسه میانگین نشان داد . دار بوددرصد معنی 1احتمال 

که بیشترین میزان تتراپلوئیدی برای جمعیت پاکستان مورد 

گرم بر لیتر در مدت  ۵/۰غلظت در سطح  ،(۳شکل مطالعه )

تر و بالاتر تأثیر های پایینساعت مشاهده شد و غلظت 6زمان 

 (2۰16)و همکاران  Birami کمتری بر این فاکتور داشتند.

سین و اثر که غلظت و مدت زمان تیمار کلشی اعلام نمودند

شدن شنبلیله  دیداری بر اتو تتراپلوئصورت معنی به انهمتقابل آ

ساعت  12گرم در لیتر با مدت تیمار  ۵/۰غلظت  داشت و تأثیر
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 ۳17 ...یها میو آنز یفنل یو اثر آن بر محتوا یدیپلوئ یپل دیامکان تول یبررس

 

 

 سین جمعیت پاکستانی پس از تیمار با کلشیدیپلوئ نتایج تجزیه واریانس القاء تترا -1جدول 

 یدیپلوئ درصد تترا درجه آزادی منابع تغییرات

 6۳/2۳ ** ۴ زمان

 2 غلظت
** 6۰/17 

 6۴۰/۸ ** ۸ غلظت× زمان 

 11۴/۰ - آزمایشی خطا

 ۳۰/2۰ - ضریب تغییرات

 درصد 1دار در سطح  ** اختلاف معنی

 

       
 . تتراپلوئیدb. دیپلوئید aسین: تصاویر کروموزومی قبل و بعد از تیمار با کلشی -2شکل 

 

 
 سین جمعیت پاکستان زنیاناثر متقابل غلظت و مدت زمان تیمار کلشی -3شکل 

 

ایج نشان داد که تغییر سطح نت همچنین بهترین نتیجه را داشت

صورت  سین از دیپلوئیدی به تتراپلوئیدی بهپلوئیدی با کلشی

داری بر کلیه صفات مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی شنبلیله معنی

 ,.Birami kohi et al)جز وزن تر و خشک گیاه( اثر داشت )به

2016) . 

نتایج بررسی خصوصیات مورفولوژیکی گیاهان شاهد و 

نتایج بررسی خصوصیات مورفولوژیکی  شده:یمارگیاهان ت

سین نشان داد که از گیاهان شاهد و تحت تیمار غلظت کلشی

هایی به شرح زیر نظر برخی خصوصیات فنوتیپی دارای تفاوت

 باشند:می

کاهش تعداد گل در گیاه  ،طی آزمایش تعداد گل:

 (.2)جدول تتراپلوئید نسبت به دیپلوئید مشاهده گردید 

ها کردن کروموزومش شده که در گیاه ریحان با دو برابرگزار

که با  (Hasanzadeh et al., 2010)تعداد گل کاهش یافته است 

b a 
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 1398 سال ،32، شماره 8جلد فرآیند و کارکرد گیاهی،  ۳1۸

 

 

 مقایسه میانگین صفات مورفولوژی گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید -2جدول 

وزن 

 خشک
 وزن تر

عرض 

 برگ

طول 

 برگ

قطر ساقه 

 فرعی

قطر ساقه 

 اصلی

قطر 

 ریشه

تعداد 

 برگ

تفاع ار

 گیاه

تعداد شاخه 

 جانبی

تعداد 

 گل

سطح 

 پلوئیدی

 b۸1/۰  b۳۳/1 a ۳/16  a76/2  a۵/۰  a۹/۰  a۴/1  b۳/21  b۳/26  b۳۳/6  a1۸۴ شاهد 

a ۹7/۰  a۰۳/2  a۵/۳  a۹۳/2  a۳6/۰  a76/۰  b7۳/۰  a2۸  a6/۳۹  a۸ b۳/1۳7 
گرم بر  ۵/۰

 لیتر

  دار یمعن یردهنده تفاوت غ حروف مشابه در هر ستون نشان

 

 تواند یمنتایج تحقیق حاضر مطابقت داشت. توجیه این صفت 

پلوئید در به این دلیل باشد که مرحله گلدهی در گیاهان پلی

شده اما طول مدت گلدهی  مقایسه با انواع دیپلوئید دیرتر آغاز

 . (Ghotbi Ravandi et al., 2014) ا بیشتر استنهدر آ

تتراپلوئید از نظر تعداد شاخه  گیاهان تعداد شاخه جانبی:

(. افزایش تعداد 2جانبی بالاتر از گیاهان شاهد بودند )جدول 

شاخه فرعی در این تحقیق نیز در اثر افزایش سطح پلوئیدی 

 حاصل شد که با نتایج پژوهشی که بر روی گیاه

Colophospermum mopan  انجام شده بود(Rubuluza et al., 

 مطابقت داشت.  (2007

ها، تیمار با اساس نتایج مقایسه میانگین دادهبر رتفاع:ا

گذار بود و با افزایش سطح سین روی ارتفاع گیاه تأثیرکلشی

مطابق با  ؛ که(2پلوئیدی ارتفاع گیاه افزایش یافت )جدول 

 Carom coptiumپلوئیدی در نتایجی است که در انگیزش پلی

داری معنی صورت به گیاهان تتراپلوئید هیکطور بهآمد،  دستبه

 ریتأث. (Noori et al., 2017)بلندتر از گیاهان دیپلوئید بودند

پلوئیدی بر اندازه نهایی گیاه متفاوت است. در برخی موارد پلی

پلوئیدی در گیاهان ارتفاع بوته را افزایش، اما در انگیزش پلی

 Hosseini)برخی موارد سبب کاهش ارتفاع گیاهان شده است 

et al., 2012)  . 

های در اغلب گیاهان تتراپلوئید برگ طول و عرض برگ:

 های بعدی هنجار بودند اما برگهاولیه دارای ظاهری ناب

شده ظاهر طبیعی داشتند. طول و عرض برگ در گیاهان ایجاد

تتراپلوئید بالاتر از گیاهان دیپلوئید بود اما از نظر آماری 

 ,.Milo et al)گیاه شقایق (. در 2دار نبود )جدول  اختلاف معنی

گزارش  (Omidbaigi et al., 2010)و گیاه بادرشبو  (1987

شده انگیزش تتراپلوئیدی علاوه بر تعداد برگ در بسیاری از 

موارد بر رنگ، شکل، ضخامت و افزایش عرض و اندازه 

 گذارد. بنابراین به نظر می ریتأثهای برگ این گیاهان دندانه

طح پلوئیدی هسته اغلب باعث تغییرات رسد که افزایش سمی

گردد و هر یک با توجه به آناتومی و ساختاری در گیاهان می

کند. افزایش سطح برگ با نوع گونه با یک فنوتیپ بروز می

توان به های تتراپلوئید را میوجود کاهش طول برگ در نمونه

پلوئید نسبت به گیاهان افزایش عرض برگ در گیاهان پلی

  د نسبت داد.دیپلوئی

در این پژوهش با ایجاد  تر و خشک بوته: وزن

تر و خشک بوته گیاهان تتراپلوئید در سطح  ی، وزندیپلوئ تترا

(. افزایش وزن 2بالاتر از گیاهان دیپلوئید قرار گرفت )جدول 

تواند به تر و خشک گیاهان تتراپلوئید نسبت به گروه شاهد می

بودن درصد بالایی از گیاهان تتراپلوئید، دلیل دو یا سه شاخه

دلیل افزایش ها و یا بهبودن میانگین سطح و ضخامت برگبیشتر

فتوسنتز و افزایش کارایی آن، بهبود روابط آبی و هورمونی 

ها شد ای بالاتر در برگباشد که باعث افزایش مواد ذخیره

(Hosseini and Javanbakht, 2017)  و همچنین گزارش شده

(Hosseini et al., 2015)  طور بهکه افزایش سطح پلوئیدی 

داری وزن تر و خشک اندام هوایی را در گیاهان معنی

 تتراپلوئید پراونش افزایش داده است.

نتایج حاصل از مقایسه قطر  قطر ساقه اصلی و فرعی:

ساقه اصلی و فرعی در بین گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید نشان 

اهد بالاتر از گیاهان تتراپلوئید بودند اما داد که گیاهان ش
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 ۳1۹ ...یها میو آنز یفنل یو اثر آن بر محتوا یدیپلوئ یپل دیامکان تول یبررس

 

 

(. در بررسی و 2)جدول  داری مشاهده نشد اختلاف معنی

سین با های کمی گیاهان تتراپلوئید با تیمار کلشیمقایسه ویژگی

اینکه این صفات  لحاظگیاهان دیپلوئید، برخی صفات کمی به 

 محیط ریتأثتوسط تعداد زیادی ژن کنترل و این صفات تحت 

است  آمده  دست بهمتفاوتی در تحقیقات مختلف  بوده لذا نتایج

طوریکه نتایج تحقیقاتی که بر روی گیاهچه پروانه ه ب

(Colophospermum mopane )(Rubuluza et al., 2007)  و

انجام شده بود که با تحقیق حاضر  (Sari et al., 1999)هندوانه 

 مغایرت داشت.

 ایسه میانگین، قطر ریشه گیاهمق اساس نتایجبر قطر ریشه:

دلیل با افزایش سطح پلوئیدی کاهش یافت که ممکن است به

در  ضمناًکاهش تقسیم سلولی در مراحل رشد و نمو باشد. 

 Lin et al., 2011; Piromya and)تحقیقات مختلف 

Kermanee, 2013) های گیاهان گزارش شده که ریشه 

 .باشند یمید پلوئید قطورتر از گیاهان دیپلوئپلی

در این مطالعه افزایش سطح پلوئیدی باعث  تعداد برگ:

افزایش تعداد برگ در گیاهان تتراپلوئید نسبت به گیاهان 

دیپلوئید شد. پس از تحقیقاتی که روی گل دندروبیوم تیمار 

کشت بافت انجام شد، بهترین سین در محیطشده با کلشی

ردید که سبب ساعت معرفی گ 1۴مدت درصد به 7۵/۰غلظت 

ها و همچنین کاهش زاویه برگ و افزایش عرض و رنگ برگ

افزایش تعداد برگ در گیاهان تتراپلوئید نسبت به گیاهان شاهد 

 .(Sarathum et al., 2010) شد

نتایج بررسی خصوصیات فیزیولوژیکی گیاهان شاهد و 

پس از بررسی نتایج خصوصیات  شده:گیاهان تیمار

سین، شاهد و گیاهان تحت تیمار کلشی فیزیولوژیکی گیاهان

مشاهده شد که از نظر برخی خصوصیات فنوتیپی دارای 

 باشند:هایی به شرح زیر میتفاوت

ها نشان داد نتایج مقایسه میانگین داده محتوای کلروفیل:

های تتراپلوئید در برگ نمونه aکه میزان کلروفیل  (۳)جدول 

های نمونه گ( نسبت بهگرم در گرم وزن تر برمیلی ۳/1۸۳)

گرم در گرم وزن تر برگ( بیشتر بود. میلی1/1۳۳) دیپلوئید

گرم میلی 1/21۳های دیپلوئید )در برگ نمونه bمیزان کلروفیل 

های تتراپلوئید وزن تر برگ( نسبت به نمونه در گرم

فرض  که آنجا ازبیشتر بود.  گرم در وزن تر برگ(میلی2/1۴2)

شدن ژنوم فعالیت متابولیکی، سنتز بربر آن است با دو برا

rRNA نتیجه این افزایش یابد دربرداری افزایش میو نسخه

تواند بر میزان تنفس، فعالیت ژنی، تنوع و میزان فعالیت می

 Byrne) داشته باشد ریتأثها و انتقال الکترون در فتوسنتز آنزیم

et al., 1981; Kondorosi et al., 2000; Randall et al., 

افزایش  (Abdoli et al., 2013). حتی گزارش شده (1977

در سطح پلوئیدی موجب افزایش تعداد کلروپلاست در برگ و 

 شود.نهایت افزایش فتوسنتز می

اساس نتایج حاصله در گیاه بر میزان فنل و فلاونوئید کل:

زنیان افزایش سطح پلوئیدی بر میزان فنل و فلاونوئید کل 

سین نسبت به گیاهان شاهد تأثیر ده با کلشیشگیاهان تیمار

(. با مقایسه گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید برای ۳داشت )جدول 

مشابه گیاهان  62/2میزان فنل کل، گیاهان دیپلوئید با میانگین 

تتراپلوئید خود بودند. میزان فلاونوئید در تتراپلوئیدها بالاتر از 

 Chamomilla)بابونه (. در ۳ گیاهان دیپلوئید بود )جدول

recutita ) یک نتیجه از  عنوان بهمحتوای فلاونوئید بیشتر 

 ,Svehlikova and Repcak) پلوئیدی عنوان شده استپلی

 ,.Afshar Mohammadian et al)و در تحقیق دیگری  (2000

ی در ریتأثشده که افزایش سطح پلوئیدی  گزارشنیز  (2013

تتراپلوئید نسبت به گیاهان میزان فنل و فلاونوئید گیاهان 

دیپلوئید نداشته و افزایش تعداد کروموزوم بر روی میزان فنل و 

 بوده است.  اثر یبفلاونوئید لیموترش 

های حاصل داده  هیتجز اکسیدانی:های آنتیفعالیت آنزیم

های سین بر میزان فعالیت آنزیماز اثر تیمار با کلشی

با  طوریکهبه( ۳جدول ی اختلاف نشان داد )دانیاکس یآنت

افزایش سطح پلوئیدی میزان فعالیت کاتالاز و آسکوربات 

پراکسیداز افزایش یافت. در گیاه سورگوم گزارش شده 

(Sotude Ardabili et al., 2014) اکسیدانی در های آنتیآنزیم

داری نسبت به گیاهان دیپلوئید گیاهان تتراپلوئید افزایش معنی

 . اند داشته
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 1398 سال ،32، شماره 8جلد فرآیند و کارکرد گیاهی،  ۳2۰

 

 

 مقایسه میانگین صفات فیزیولوژی گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید -3جدول 

 فلاونوئید
پروتئین 

 کل
 کاتالاز فنل کل

آسکوربیک 

 پراکسیداز
کلروفیل  کارتنوئید آنتوسیانین

b 
 سطح پلوئیدی aکلروفیل 

 b۰۴/۰  b۴1/1  a62/2  b۰۰۰۸/۰  b۰۰۰۳/۰  b۰۰2/۰  b۸۳/۹۳  a1/21۳  b1/1۳۳ شاهد 

 a۰2/۳  a۴۵/1  a۳7/2  a۰۰1/۰  a۰۰۰۵/۰  a۰۰۴/۰  a1۳/1۵  b2/1۴2  a۳/1۸۳ ۵/۰ گرم بر لیتر  

  دار یمعن ریدهنده تفاوت غ حروف مشابه در هر ستون نشان

 

نتایج نشان داد که با افزایش  محتوای پروتئین کل و کارتنوئید:

افزایش سطح پلوئیدی میزان پروتئین کل در گیاهان تتراپلوئید 

(. ۳دار نبود )جدول  ی از نظر آماری اختلاف معنییافت ول

 یکداری در احتمال معنی ریتأثهمچنین افزایش سطح پلوئیدی 

درصد روی میزان کارتنوئید گیاهان تتراپلوئید نسبت به گیاهان 

ها مانند نیلوفر (. در بعضی گونه۳دیپلوئید نشان داد )جدول 

ل بیش از دو برابر پروتئین ک (Yan et al., 2014)پیچ و تربچه 

 Afshar)افزایش یافته است و در تحقیقی دیگر 

Mohammadian et al., 2012)  گزارش شده که گیاهان تیمار

سین میزان کارتنوئید بیشتری نسبت به گیاهان شده با کلشی

دیپلوئید داشته اما شرایطی مانند دما، شدت پرتو و میزان آب 

 ریتأثزان کارتنوئید در دسترس در طول فصل رشد نیز بر می

 گذار بوده است.  

با افزایش سطح پلوئیدی محتوای آنتوسیانین  آنتوسیانین:

در گیاهان تتراپلوئید نسبت به گیاهان دیپلوئید افزایش یافت 

(. گزارشی مبنی بر کاهش یا افزایش میزان آنتوسیانین ۳)جدول 

دیپلوئید سین در گیاه تتراپلوئید نسبت به گیاه با تیمار با کلشی

 یافت نشد.

 

 گیری نتیجه

های قبلی ثابت شد که در این تحقیق مشابه اغلب گزارش

 ها و سنتز میکروتوبولسین از جمله عوامل ضدکلشی

. در این آزمایش (KliMa et al., 2008) استکننده پلوئیدپلی

گرم در  ۵/۰ی از غلظت دیپلوئ بهترین تیمار جهت القاء تترا

آمد. در بررسی  دستبهساعت  6در مدت زمان سین لیتر کلشی

و مقایسه صفات کمی از قبیل ارتفاع گیاه، تعداد شاخه جانبی، 

، aتر و خشک و همچنین از نظر کلروفیل  تعداد برگ، وزن

محتوای آنتوسیانین، آسکوربیک پراکسیداز و فلاونوئید گیاهان 

ی با طورکل بهتتراپلوئید نسبت به گروه شاهد برتری داشتند. 

سین و تولید گیاهان تتراپلوئید، توجه به تیمار گیاهان با کلشی

این گیاهان از نظر صفات مورفولوژیکی در سطح بالاتری 

نسبت به گیاهان دیپلوئید بودند و از نظر صفات فیزیولوژی نیز 

اغلب تتراپلوئیدها نسبت به دیپلوئیدها برتری نشان دادند. لذا 

پلوئیداسیون گیاه زنیان مفید و قابل روش اصلاحی مبتنی بر پلی

پلوئیدی با تغییرات ساختاری، . ضمن اینکه پلیاستتوصیه 

ای در گیاهان همراه نموی، فیزیولوژیک و بیوشیمیایی گسترده

برای  ژهیو بهبرای انتخاب  که نتیجه آن ایجاد تنوع گسترده است

 های محیطی استسازگاری بیشتر به تنش

 (Arzani and Ashraf, 2016)بردهای بالقوه تواند کار ، که می

خصوص آن دسته از گیاهانی که دارویی به برای اصلاح گیاهان

 شود، داشته باشد.تجاری استفاده می طور بهاز اندام رویشی آنها 
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Abstract 
 

Nowadays, the induction of chromosome doubling (polyploidization) using colchicine is regarded as one of promising 

methods for improving of medicinal plants in order to increase their production. In this research, colchicine was used 

for the induction of polyploidy and examining its effect on the amount of polyploidy and some morphological and 

physiological traits of Pakistani population of the Ajowan medical plant. Colchicine with concentrations of 0, 0.2, 0.5, 

0.75 and 1 g/L, and for time durations of 6, 12 and 18 hours was used on the root apical meristem (RAM). A 

factorial experiment in completely randomized design (CRD) with three replications was used. Chromosomal analysis 

was carried out using squash technique and visual analysis method. The results showed that the number of somatic 

chromosomes in the examined species was either in diploid (2n = 2x = 18) or tetraploid (2n = 4x = 36) status. The 

highest percentage of polyploidy induction (80%) was obtained after dipping the seedlings at a concentration of 0.5 g/L 

colchicine for 6 hours. Then, after the treatment of the plant with colchicine and cultivating the treated and control 

seeds in the pot, the grown seedlings were studied at flowering stage. The results showed that tetraploid plants (treated) 

were superior to the control group plants with regard to physiological (chlorophyll a, anthocyanin, ascorbate 

peroxidase, catalase and flavonoid) and morphological (number of lateral branches, plant height, number of leaves and 

fresh and dry weight) traits, therefore, the studied breeding method can be useful and applicable for the Ajwain 

(Trachyspermum ammi) plant.  
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