
مقدمه 
اصلاح به كمك جهش در گياهان زراعي ابزار موثري براي اصلاح 
كنندگان نبات به خصوص در محصول هايي كه پايه ژنتيكي 

محدودي دارند، مي باشد.
 به طور كلي هدف از ايجاد جهش مصنوعي، تغيير يك يا چند 
ژن نزديك به هم و شكستن هم بستگي و افزايش كراسينگ اور 

بين ژن هاي مطلوب و نامطلوب می باشد. ) 16، 41 ( جهش 
حداكثر تنوع قابل توارث براي عمل انتخاب را فراهم مي كند 
تنوع حاصل از جهش اگر موجب سازگاري شود، به حفظ  و 
 )24( كند.  هاي متغير كمك مي  موجودات در محيط   بقاي 
اصلاح به كمك جهش مقرون به صرفه بوده و زمان اصلاح يك 
دهد.  رقم را بدون تغيير بقيه تركيب ژنتيكي آن كاهش مي 
)30( استراتژي اصلي در اصلاح بر پايه جهش ايجاد سريع واريته  
هاي گياهي سازگار با عمل كرد بالاتر و كيفيت بهتر می باشد. 
)18،27( نعناع فلفلي با نام علمي .Mentha pipertia L از 
خانواده Lamiaceae از جمله گياهان دارويي و معطري است 
كه اسانس آن مصارف دارويي، غذايي، آرايشي و بهداشتي فراواني 
دارد. اين گونه، هيبريدي است كه از تلاقي بين گونه  هاي     
Mentha spicata و Mentha aquatic  )4( به دست آمده 

 EMS بررسی صفت های گیاه موتانت نعناع فلفلی با روش استفاده از جهش زائی موتاژن
امیر رجبی1*، سعید قریب بلوک1، سید کمال کاظمی تبار2، جعفر مسعود سینکی1

باشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان دانشگاه آزاد اسلامی، واحد دامغان، دامغان،ايران. 1
گروه اصلاح نباتات و بيوتكنولوژی دانشگاه علوم كشاورزی و منابع طبيعی ساری. 2

چکیده
سابقه و هدف: موتاژن  هاي شيميايي با اثرهای موتاژني، خزانه ژني متنوعي را در منابع گياهي ايجاد كرده و به عنوان يك ابزار 
تكميلي در فرايند هاي به  نژادي به كار گرفته مي شوند. در اين پژوهش به منظور ايجاد تغيير صفت های مورفولوژيك و تغيير در ميزان 
مواد موثره در گياه نعناع فلفلی از غلظت های مختلف ماده موتاژن اتيل متان سولفونات EMS در شرايط درون شيشه ای و مزرعه 

استفاده شد.
مواد و روش ها: پژوهش به  صورت شرايط درون شيشه ای و مزرعه با تعداد 4 تيمار و 4 تكرار در قالب طرح به طور كامل تصادفی 
انجام شد. از تيمارهای مختلف EMS شامل 0/0% )به عنوان شاهد(، 0/05% و 0/01% و 0/005% و مدت زمان های مختلف )24 و 48 
ساعت( در شرايط درون شيشه ای و قسمت مزرعه  ای استفاده شد. ارزيابی  در داخل لوله آزمايش و مزرعه به طور هم زمان انجام گرفت. 

پس از انتقال و رشد و نمو نمونه ها در شرايط in vitro، تيمارها با ماده جهش زا اتيل متان سولفونات مورد بررسی قرار گرفتند.
یافته ها : نتايج اين پژوهش نشان داد كه استفاده از مواد جهش زا در محيط كشت MS نقش به سزايی در تغيير فنوتيپی اين گياه 
دارويی دارد. غلظت EMS %0/01 بهترين نتيجه معنی دار را در سطح 1%  داشته و از كشت ريزنمونه  های كه شامل جوانه های جانبی 
و انتهايی بوده اند به  دست آورده كه بر روی خصوصيت هايی هم چون طول ساقه، تعداد برگ و تعداد جوانه جانبی اثر داشت. هم چنين 

نتيجه آناليز اسانس تيمارها نيز نشان داد كه ماده اتيل متان سولفونات روی مواد اجزاء اسانس تاثيری نداشته است.
نتیجه گیری: استفاده از موتاژن EMS در گياه نعناع فلفلی هم در نمونه  های كشت بافتی و هم در بوته های تيمار شده در مزرعه 
باعث تحريك و رشد سريع جوانه های جانبی گياه شد كه باعث افزايش سطح گياه و در نتيجه افزايش عمل كرد گياه شده بود. استفاده 

از غلظت های بيش تر از EMS %0/05 در زمان  های 24و 48 ساعت باعث از بين رفتن نمونه های كشت بافتی و مزرعه ای شد.
کلمات کلیدی: موتاژن شيميايی، نعناع فلفلی، اتيل متان سولفونات، شرايط درون شيشه ای، اسانس گياه
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است. )11، 12( تركيب های موجود در اين گياه داراي خاصيت 
آنتي اكسيداني، قارچ كشي و حشره كشي مي باشند. )44، 35، 
  Escherichia coli خاصيت ضد ميكروبي آن عليه   )19 
 Staphylococcus aureus و  Candida albicans و 
اثر عصاره اين گياه روي تشكيل   )8  ،43( شده است.  تأييد 
مايه قارچ  هاي اندوفيت برگي مورد بررسي قرار گرفته و تأثير 
بازدارندگي آن به اثبات رسيده است. )28( هم چنين ثابت شده 
كه اسانس روغني نعناع باعث از بين رفتن گونه  اي از سالمونلا 
شده )42( و روی Candida albicans داراي بازدارندگي می 
باشد. )37( در كروماتوگرافي، وجود دي اتيل اتر و استيك اسيد 
در عصاره گياه به اثبات رسيده كه ميزان اين تركيب های به 
محيط رويش گياه بستگي دارد.)26( هم چنين وجود شش ماده 
شيميايي ايزومنتول، پلي گون، نئومنتول، منتول، پيپريتون و نئو 
ايزومنتول در روغن گياه مشخص شده است.)38، 40( منوترپن 
ها و سزكويي ترپن ها نيز در گياه نعناع فلفلي سنتز می شود.

)29( تركيب های منتول، اتيل استات و نئومنتول در اندام  هاي 
مسن گياه بيش تر وجود دارد در حالي كه منتول و ايزومنتول در 
اندام   هاي جوان يافت مي شوند. هم چنين در مقايسه با برگ 
ها، گل ها حاوي مقادير بيش تري از منتوفورين هستند. )22( 
وجود فلاونوئيد ها نيز در برگ گزارش شده است. )17( فلاونوئيد 
بسياري از  هاي ثانويه هستند كه در  ها گروهي از متابوليت  
گياه  هاي دفاعي  هاي بيولوژيكي گياه شامل فعاليت  فعاليت 
ناريروتين،  دخالت دارند.)9( شش فلاونوئيد شامل اريوسيتين، 
ايزورويفولين،  او - روتينوسايد،   -7 هيسپريدين، لوتيولين 
 M. pipertia ديوسمين و هم چنين رزماريك اسيد در جنس
وجود دارد.)43( وجود تركيب منتوفرولاكتون نيز در اندام هاي 
اسانس اين گياه  هوايي نعناع فلفلي گزارش شده است.)17( 
حداقل 5 درصد استر و حداقل 50 درصد منتول به حالت استري 
يا آزاد،5 -3 درصد منتون و مقدار كمي سينئول و ديگر ترپن 
تكنيك جهش براي بهبود تقريبی   )23( باشد.  ها را دارا مي 
تمام صفت های مهم زراعي، از تحمل به تنش هاي زنده )مانند 
تا مقاومت به بيماري، از كيفيت  شوري، سرما، اسيديته و....( 
غذايي تا بازارپسندي و از ساختمان گياه تا پتانسيل محصول به 

كار گرفته شده است. )33( 
گاهي وقت ها تنها روشي است كه براي  موتاسيون  تكنيك 
بهبود صفت های هم پوشان، با هدف ثابت ماندن يكي از صفت 
ها، كاربرد دارد و گاهي تنها راه براي بهبود عمل كرد است و 
زماني كه بخواهند صفت های مطلوب خاصي را بدون تغيير ساير 
خصوصيت ها حفظ كنند، مانند واريته  هاي سنتي برنج باسمتي 
در هند و پاكستان، از موتاسيون استفاده می شود. )36( از روش 

زايي با پرتو براي اصلاح رنگ گل در اطلسي استفاده  جهش  
كردند. )15( بسياري از واريته  هاي موتانت مانند واريته برنج يا  
نفنگ زو در اوايل دهه 1980 و زفو 802 در اوايل دهه 1990 در 
چين براي توليد برنج زودرس آزاد شدند.)25( چندين ژن جهش 
يافته جديد به واريته هاي تجاري برنج انتقال يافتند كه نمونه 
آن انتقال آلل  هاي موتانت sd1 در ژاپن به واريته ريمي و در 
آمريكا به واريته كارلوس 76 با هدف ايجاد واريته هاي پاكوتاه 
و  )اشعه(  فيزيكی  موتاژن  دوتا  از  در تحقيقي   )31( باشد.  مي 
شيميايی (EMS) آزاد شد. براي اعمال تيمارهاي موتاژني در 
هاي طارم محلي، طارم ديلماني و  سه رقم برنج ايراني به نام 
شفق استفاده كردند. ارتفاع بوته نسبت به شاهد كاهش زيادي 
نشان داد. ميزان عقيمي خوشه در مقايسه با شاهد افزايش يافت. 
در نسل دوم تعداد پنجه و مقدار دانه در خوشه كه از اجزاي 
اصلي عمل كرد مي باشند در اكثر موارد افزايش يافتند. ميزان 
عمل كرد دانه به جز چند مورد استثناء در همه موارد افزايش 
بسيار زيادي نسبت به شاهد داشت. در نهايت سه لاين بسيار 
يكنواخت، پاكوتاه و زودرس در رقم طارم محلي تحت تيمارهاي 
0/1 درصد EMS و 350 گری اشعه به دست آمد. )24( اين 
ابزاري  نتايج به روشني نشان مي دهد كه تكنيك هاي جهش 

مفيد و بي نظير براي اصلاح گياهان هستند.
مهم ترين مواد جهش زاي شيميايي مورد استفاده شامل اتيل 
اتيل   ،)EES( سولفونات  اتان  اتيل   ،)EMS( سولفونات  متان 
 ،)MMS( سولفونات  متان  متيل   ،)EBS( سولفونات  بوتان 
متيل اتان سولفونات )MES(، دی اتيل سولفونات )DES(، گاز 
خردل، هيدرازين )HZ(، هيدروكسين آمين )HA( می باشند؛ 
رايجتر   EMS البته در بين موتاژن هاي شيميايي، استفاده از 
 (EMS) عوامل آلكيلي مثل اتيل متان سولفونات   )7( است. 
و اتيل اتان سولفونات (EES) يك گروه متيل يا اتيل به كربن 
اضافه مي كنند. اگر باز   DNA باز گوانين در رشته  شماره 7 
 DNA گوانيني كه تحت تاثير عوامل آلكيلي قرار گرفته از رشته
جدا نشود، در جفت شدن همانند آدنين عمل كرده و مي تواند 
شود دي  سيتوزين جفت شود كه اين سبب مي  با تيمين يا 
نوكلئوتيد GC به  AT تبديل شود. )39( در گياهان EMS به 
طور معمول باعث جهش هاي نقطه اي شده اما از دست دادن 
يك قطعه كروموزومي و يا حذف آن نيز مي تواند رخ دهد.)20(  
پيدايش  باعث  اي  به عنوان عامل ايجاد جهش نقطه   EMS
دامنه گسترده اي از آلل هاي جهش يافته، مانند از دست دادن 
كاركرد ژن، به دست آوردن كاركرد جديد، تغيير كاركرد ژن و 
توليد جهش يافته  هاي جديد با خصوصيت های ويژه مي شود. 
اين درحالي است كه جهش هاي حاصل از پرتوهاي گاما، اغلب 
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باعث حذف و اضافه شدن يك رشته نوكلئوتيدي و بروز جهش  
يافته هاي با كاركرد از دست رفته ژن  ها مي شوند.)32( برتري 
ويژه اصلاح موتاسيوني در گياهان، امكان به دست آوردن تنوع 
ژنتيكي كافي و نيز بهبود گياهان با تكثير رويشي مي باشد. به 
تعداد كمي  نژادگر تغيير يك يا  كه هدف به  خصوص زماني  
توجه  با  خصوصيت از يك واريته تجاري اليت باشد.)41( حال 
به اين كه ماده شيميايی اتيل متيل سولفانات )EMS( از جمله 
مواد آلكيله كننده هست و سبب اضافه شده گروه های آلكيل به 
ايجاد جهش  و سبب  گردد  می   DNA مولكول  نوكلئوتيدهای 
نقطه ای می شود، هدف ما بررسی تغيير در ميزان مواد موثره 

گياه در غلظت های مختلف ماده جهش زایEMS می باشد.
مواد و روش ها

تهیه، ضدعفونی و کشت نمونه ها
اين پژوهش در دانشگاه علوم كشاورزی و منابع طبيعی ساری 
  Mentha فلفلی  نعناع  گياه  پژوهش  انجام  جهت  شد.  انجام 
piperita در سال زراعی 92-91 از مزرعه گروه باغبانی دانشگاه 
و  گرديد  جمع  آوری  ساری  طبيعی  منابع  و  كشاورزی  علوم 
نمونه ای از گياه سالم و عاری از آلودگی در پژوهشكده دانشگاه 
اندازه گيری  نام علمی شد.  تائيد  و  نمونه هرباريومی مقايسه  با 
صفات مورفولوژيك برای صفت هايی چون طول ساقه و ريشه و 
متوسط برگ با خط كش انجام شد و تعداد برگ، تعداد ريشه و 

تعداد جوانه نيز شمارش شد.
نمونه ها را پس از برداشت از مزرعه دانشگاه به آزمايشگاه انتقال 
داده، 5 دقيقه با آب روان شستشو داده تا خاک و گرد و غبار آن 
از بين برود. در ادامه به مدت 30 دقيقه در مايع ظرف شويی قرار 
داده شدند. سپس به مدت 3 دقيقه با آب روان شستشو داده شده 
و 20 دقيقه در آب مقطر غوطه ور گرديد و به اتاقك كشت انتقال 

داده شد. مراحل ضد عفونی نمونه ها به شرح زير بود.
1- بنوميل يك درصد + سه قطره توئين در 100 سی سی 

آب مقطر به مدت يك دقيقه
2- شستشو با آب مقطر يك دقيقه

به  )وايتكس( %5  3- غوطه ور كردن در هيپوكلريد سديم 
مدت 7 دقيقه

4- شستشو با آب مقطر 30 ثانيه
5- غوطه ور كردن نمونه ها در الكل 70% به مدت 5 ثانيه

6- شستشو با آب مقطر 3 مرتبه و هر بار 3 دقيقه

و خشك  سترون  صافی  كاغذ  روی  بر  نمونه ها  ريختن   -7
كردن آن ها )3(

ريزنمونه  ها از جوانه  های جانبی، جوانه   های انتهائی، ساقه، برگ، 

از  اسكالپل و پنس  با استفاده  انتخاب شد.  دم برگ و ريشه ها 
ريزنمونه  ها به قطعات 0/5 سانتی  متری در آمده و هم داخل لوله 
پتری ديش های  در  و هم  و 15 سانتی متری  آزمايش 10   های 
 (MS) سايز 8 )درهر پتری 5 نمونه( كه حاوی محيط كشت پايه
بود كشت شدند. درب ظروف كشت با پارافيلم مسدود شده و به 
با دمای 2±25 درجه سانتی گراد و شرايط نوری 16  انكوباتور 
ساعت روشنايی و 8 ساعت تاريكی برای ريز ازديادی و تشكيل 
گياه كامل انتقال داده شدند. اين آزمايش هم به صورت مزرعه 
 ای و هم به صورت آزمايشگاهی )كشت بافتی( مورد بررسی قرار 
گرفت. در قسمت آزمايشگاهی سرشاخه های رشد يافته در محيط 
MS بدون هورمون را با غلظت های 0/0% )به عنوان شاهد كشت 
بافتی(، 0/05% و 0/01% و EMS %0/005 و در زمان های 24 
از همين  نيز  تيمار داده شد. در قسمت مزرعه ای  و 48 ساعت 

غلظت ها و زمان  ها استفاده شد.

روش اعمال تیمارهای EMS در گیاه کشت بافتی
نمونه  های كشت بافت سالم و عاری از آلودگی را جدا كرده و 
به همراه استوک  های EMS به داخل اتاقك كشت انتقال داده 
درب  ابتدا  پذيرد.  تيمارهای صورت  اعمال  عمل  هود  زير  در  تا 
انتهائی  برگ  چند  شده  استريل  پنس  با  و  كرده  باز  را  ها  لوله 
)برگ های پايين( را فشار داده تا ايجاد خراش نمايد و EMS از 
محل ايجاد اين زخم ها وارد سيستم گياه شود. سپس با سرنگ از 
استوک EMS 0/05% برداشته و داخل لوله آزمايش تا آنجائی 
تيمار 24  برای  ايجاد شده ريخته )4 تكرار  كه خراش در برگ 
ساعت و 4 تكرار برای تيمار48 ساعت( و به سرعت درب آن ها 
را با پارافيلم بسته و مشخصات تيمارها بر روی لوله ها يادداشت 
شد. برای EMS با غلظت های0/01% و 0/005% نيز به صورت 
روش قبل عمل می شود. در نهايت لوله های آزمايش به انكوباتور 

انتقال داده شد.
روش اعمال تیمارهای EMS در مزرعه

را  هستند  رشد  حال  در  مجزا  صورت  به  كه  را  بوته هائی  ابتدا 
شناسائی كرده )5 تا 6 ساقه ای( سپس ساقه كه مورد آزمايش 
آن  فوقانی  قسمت  برگ های  و  كرده  انتخاب  را  می گيرند  قرار 
را  ميكروتيوپ  داشته،  نگاه  را  انتهائی  برگ  دو  فقط  و  چيده  را 
را  را داخل آن قرار داده )4 ساقه  داخل زمين فرو كرده، ساقه 
در 4 ميكروتپوپ به صورت جداگانه قرار داده شد.( و با سرنگ 
و  ريخته  ميكروتيوپ  داخل  را   EMS شده  مشخص  تيمارهای 
كمی سر ميكروتيوپ را خالی گذاشته تا بتوان با محيط كشت 

MS درب آن ها را بست. تيمارها به شرح زير اعمال شد:
دو  تيمار  ساعت،   48 مدت  به   %0/EMS01 يك  تيمار 
EMS01/0% به مدت 24 ساعت، تيمار سه EMS 0/05% به 
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مدت 48 ساعت، تيمار چهار EMS 0/05% به مدت 24 ساعت 
می باشد.

روش شستشوی تیمارها 
تميز  و  به شستشو  اقدام  نظر  مورد  زمان  مدت  گذشت  از  پس 
كشت  نمونه های  شد.  زير  صورت  به   EMS از  نمونه ها  نمودن 
بافتی مورد تيمار را به اتاقك كشت انتقال داده و در زير هود ابتدا 
درب آن ها را باز كرده و محلول EMS موجود در لوله آزمايش را 
خارج كرده و چندين مرتبه داخل لوله آزمايش آب مقطر سترون 
شده ريخته تا كاملا شستشو شود، در ادامه برای جبران كمبود 
مواد غذائی چند قطر از محيط كشت MS مايع را بر روی محيط 
كشت قبلی ريخته و به سرعت برای جلوگيری از آلودگی درب 
آن ها با پارافيلم بسته می شود. برای گياهانی كه در مزرعه نيز 
ابتدا  به صورت زير عمل شد:  نيز  بودند  قرار گرفته  تيمار  مورد 
ساقه ها را از داخل ميكروتيوپ در آورده و ميكروتيوپ ها را داخل 
يك نايلون ريخته و از بين برده می شود، سپس با سرنگ با آب 
 EMS مقطر چندين مرتبه قسمت هايی از گياه كه در تماس با
بودند را شستشو داده تا به طور كامل تميز شوند. دور بوته های 
هر تيمار را سنگ چين نموده تا از اين به بعد گياهانی كه سبز 
می شوند يا از كنار ساقه های قبلی جوانه می زنند شناسائی و مورد 

بررسی قرار داده شود.
استخراج اسانس  و شناسایی کمی و کیفی اجزای موجود 

در اسانس
استخراج اسانس گياه مورد نظر توسط روش تقطير با آب مقطر و 
با استفاده از دستگاه كلونجر انجام گرفت. نظر به اين كه پس از 
اعمال ماده جهش زا اتيل متيل سولفونات احتمال تغيير در ميزان 
و اجزاء اسانس گياه نعناع فلفلی وجود دارد، لذا شناسايی تركيب 
ها نيز صورت گرفت. پس از آب گيری اسانس استحصال شده كه 
توسط دستگاه روتاری صورت پذيرفت، جهت تجزيه كمی و كيفی 
اسانس مذكور توسط حلال اتانول 100% به ميزان 2 سی سی به 
كروماتوگرافی  دستگاه  توسط  شده  آماده  نمونه  شد.  اضافه  آن 
گرديد.  تزريق   )GC-MS( جرمی  طيف سنجی  با  توام  گازی 
پس از تزريق، طيف  های كروماتوگرام گازی و طيف های جرمی 
اجزای متشكله هر اسانس به دست آمد. در مرحله بعد با مقايسه 
تركيب  و طيف های جرمی  تركيبات مجهول  طيف های جرمی 
ها استاندارد و هم چنين محاسبه  ضرايب بازداری مواد متشكله 
موجود در هر اسانس، ضرايب بازداری كوواتس و درصد هر يك 
گازی  كرماتوگرام  دهد.  می  نشان  را  دهنده  تشكيل  اجزای  از 
پيك ها را به ترتيب زمان بازداری نشان می دهد. هر چه سطح 
زير پيك بيش تر باشد درصد آن جزء در اسانس بيش تر است. 
ورن  لحاظ  به  اسانس ها  در  موجود  های  تركيب  كه  آنجايی  از 

مولكولی و قطبيت به عنوان مواد فرار شناخته می شوند از اين رو 
عمل جداسازی و شناسايی تركيب های متشكله اسانس به دست 
آمده توسط روش كروماتوگرافی گازی توام با طيف  سنجی جرمی 
)GC-MS( انجام گرديد. برای اين منظور طيف های جرمی به 
دست آمده از دستگاه GC-MS با طيف های جرمی استاندارد 
موجود در منابع )6( مقايسه گرديد. برای تائيد شناسايی انجام 
شده توسط طيف های جرمی، از شاخص بازداری كواتس استفاده 

شد. )جدول1( )14(

GC شركت دستگاه HP-6890مدل
HEWLETT PACKAR آمريكا

Phenyl di methyl( HP-5MS %5 نوع ستون
)siloxan

طول30 متر، قطر0.25 ميلی متر و ابعاد ستون
ضخامت فيلم 0.32 ميكرون

برنامه ريزی دمايی 
ستون

دمای اوليه 60درجه سانتيگراد)3 
دقيقه(، گراديان دمايی5، دمای 

نهايی 220درجه

Split/split lessمحل تزريق

250 درجه سانتيگراددمای محل تزريق

هليوم با شدت جريان 1 ميلی ليتر گاز حامل
در دقيقه

Mass شركت دستگاه HP-5973مدل
HEWLETT PACKAR آمريكا

)EI(70 الكترون ولتانرژی يونش

230 درجه سانتيگراددمای محفظه يونش

كوادروپلتجزيه گر جرمی

150 درجه سانتيگراددمای تجزيه گر جرمی

 GC-MS جدول .1شرايط دستگاه
آنالیزهای آماری 

نرم  از  استفاده  با  از جمع آوری  مختلف پس  آزمايشی  داده های 
ارزيابی  مورد  و  آناليز  دانكن  آزمون  وسيله  به   SPSS افزارهای 

قرار گرفتند.
یافته ها

تاثیر EMS بر روی خصوصیت های مرفولوژیکی گیاه
ارزيابی دقيق تاثير EMS بر گياه و انتخاب مناسب ترين غلظت 
زمان  ها  و  غلظت  ها  از  وسيعی  دامنه  نيازمند  تيمار،  زمان  و 
می باشد. به همين منظور در اين پژوهش از غلظت های معتددی 
كه در مواد و روش ها توضيح داده شد، استفاده گرديد. در غلظت 
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 های بيش تر از EMS %0/05 نمونه  های كشت بافتی از بين 
رفتند، از اين رو كليه داده های بيش از 0/05% حذف و داده  های 
از اعمال  به دست آمده در تجزيه واريانس وارد نگرديدند. پس 
EMS به صورتی كه در فصل مواد و روش  ها توضيح داده شده، 
خصوصيت های مورفولوژيكی هر 8 روز يك بار به مدت 40 روز 
مورد بررسی و اندازه گيری قرار گرفتند و به از اين مدت آناليز 

داده ها انجام پذيرفت. 
اثر دوز EMS و زمان برروی طول ساقه 

نتايج حاصل از جدول تجزيه واريانس )جدول2( نشان داد كه بين 
دوزهای 0/005 و EMS % 0/01 تاثير معنی داری بر روی طول 
است كه دوز %0/01  داشته  وجود  احتمال %1  ساقه در سطح 
و  دوز  متقابل  اثر  بررسی  اين  در  و  بوده  تری  بيش  تاثير  دارای 
برروی طول  اثر متقابل دوز و زمان  نبوده است.  زمان معنی دار 
ريشه نشان داد كه بين دوزهای اثر معنی دار وجود نداشته است.

نتايج حاصل از جدول تجزيه واريانس نشان داد كه بين دوزهای 
0/005 و EMS % 0/01 تاثير معنی داری بر روی تعداد برگ در 
سطح احتمال 5% وجود داشته است كه دوز 0/01% دارای تاثير 
بيش تری بوده و در اين بررسی اثر متقابل دوز و زمان معنی دار 

نشده است.
)MS( ميانگين مربعات  منبع

تغييرات

تعداد 
ريشه

طول 
برگ

تعداد 
جوانه

تعداد 
ريشه 
جانبی

تعداد 
برگ

طول ريشه 
)Cm(

طول ساقه 
)Cm(

درجه 
آزادی

2/14 
ns  0/17ns 5/44* 12/22** 6/96*  1/92ns 8/72** 1

دوز

1/43 
ns  0/58ns  2/78ns  2/18ns 0ns  1/03ns  0/54ns 1

زمان

0/02 
ns  1/81ns  0/11ns  0/06ns  4/3ns  0/28ns  2/37ns 1

دوز * 
زمان

6/27 0/020
2/25 19/86 50/056 1/9451 12/478 12

اشتباه 
آزمايش

ns،*و ** به ترتيب  غير معنی دار ، معنی دار در سطح احتمال 1% و %5

جدول 2. تجزيه واريانس اثر  متقابل دوز EMS و زمان برروی بررسی صفات گياه

برروي تعداد برگ در ساقه نعناع فلفلي  EMS نمودار4-8 اثر غلظت

b

a

0
5

10
15

20
25
30
35

./.0.005 ./.0.01

اقه
 س

در
گ 

 بر
داد

تع

اثر دوز EMS و زمان برروی تعداد ريشه جانبی نشان داد كه 
بين دوزهای 0/005 و EMS % 0/01 تاثير معنی داری در سطح 
احتمال 1% وجود داشته است كه دوز 0/01% دارای تاثير بيش 

تری بوده و در اين بررسی اثر متقابل دوز و زمان معنی دار نشده است.
نتايج حاصل از جدول تجزيه واريانس نشان داد كه بين دوزهای 
0/005 و EMS % 0/01 تاثير معنی داری بر روی تعداد جوانه در 
سطح احتمال 5% وجود داشته است كه دوز 0/01% دارای تاثير 
بيش تری بوده و در اين بررسی اثر متقابل دوز و زمان معنی دار 
نشده است. هم چنين نتايج نشان دادند كه بين دوزهای و اثر 
متقابل دوز و زمان برروی طول برگ و تعداد ريشه اثر معنی دار 

وجود نداشته است.
طیف کروماتوگرام گازی گیاه 

در اين قسمت پيك های مربوط به كروماتوگرام گازی اسانس شاهد و 
نمونه  های تحت تيمار گياه نعناع فلفلی كه به روش تقطير با آب به 

دست آمده مورد بررسی قرار گرفت. 
ترکیب های تشکیل دهنده اسانس

ميزان مواد موثره موجود در اسانس گياه نعناع فلفلی در )جدول 3( 
 Mint furanone، Menthone نشان داده شده است كه به ترتيب
،Eucalypot ، Diethyl phthalate و Pulegone بيش ترين 

مقدار اسانس را به خود اختصاص داده اند.

شكل4. كروماتوگرام گازی اسانس نعناع فلفلی
تركيباتR.Tدرصدتركيبات(area%)درصد تخمينی

956.187.616Eucalypot

940.418.818Terpineol cis-beta

9813.6511.518Menthone

931.9711.770Menthofuran

982.3711.850Cyclohexanone

911.8712.108Menthol

621.4813.390Buten

986.0214.111Pulegone

901.8515.673Menthyl acetat

993.5919.071Trans-Caryophyllene

723.6720.994 Hydroxy 4,5
dimethylacetophe

9712.9421.074Mint furanone

9211.2923.351Diethyl phthalate

960.6230.309Hexadecanoic acid

980.9434.063Octadecanic acid

642.2740.981Benzenedi carboxylic acid

جدول3. ميزان مواد موثره موجود در اسانس نعناع فلفلی
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بحث
با توجه به نتايج به دست آمده در اين پژوهش و پس از تجزيه 
و تحليل داده  ها، نتايج به دست آمده نشان داده اند كه غلظت 
موتاژن EMS به خصوص در دوز 0/01% بيش ترين اثر را بر 
روی خصوصيت های اندازه گيری شده كه دارای اثر معنی داری 
هستند داشته است. نتيجه تجزيه داده نشان داد كه دوز %0/01 
EMS دارای بيش ترين اثر بر روی طول ساقه گياه نعناع فلفلی 
را داشته و تاثير معنی داری در سطح 1% از خود نشان داده است 
و از آن جايی كه اين گياه علفی بوده و دارای ساقه رونده می باشد 
با افزايش طول ساقه، تعداد برگ نيز افزايش يافته و در سطح %5 
دارای اثر معنی داری شده است. اما اثر دوز، زمان و اثر متقابل 
دوز و زمان بر روی متوسط طول برگ دارای اثر معنی داری نبوده 
است. نتايج حاصله نشان داد كه دوز، زمان و اثر متقابل آن دو بر 
روی طول ريشه و تعداد ريشه هيچ  گونه اثر معنی داری را نداشته 
و موتاژن EMS نتوانسته است باعث ايجاد تغييرهايی در ناحيه 
ريشه گياه شود. نكته قابل توجه در اين تحقيق اين بود كه پس 
با EMS در هر دو دوز مورد  بافتی  از تيمار نمونه  های كشت 
بررسی ريشه های جانبی )منظور ريشه  هايی كه از روی ساقه و 
يا از محل جوانه ها روی ساقه رشد كرده بودند است( كه قبل از 
اعمال تيمار يا وجود نداشته يا بسيار كم بوده اند به سرعت تعداد 
اين ريشه  های جانبی افزايش پيدا نمود و باعث شد اثر دوزهای 
اعمال شده به خصوص0/01% دارای تاثير معنی داری در سطح 
1% شود. يكی ديگر از يافته  های اين پژوهش اثر ماده موتاژن 
EMS برروی تحريك رشد جوانه های جانبی بود به طوری كه 
احتمال %5  در سطح  معنی داری  اثر  دارای   EMS دوز  دو  هر 
تری  بيش  اثر  دارای  اين دو غلظت، دوز %0/01  بين  و در  بود 
بود و رشد سريع جوانه  های جانبی مشاهده شد. در بررسي اثر 
القاي موتاسيون توسط موتاژن شيميايي EMS و روابط صفت 
هايی در اسپرس، تعداد 40 ژنوتيپ موتانت نسل سوم به همراه 
و  مورفولوژيك  نظر خصوصيت های  از  موتانت  غير  ژنوتيپ   39
زراعي به مدت دو سال تحت شرايط مزرعه و مقايسه ميانگين 
به تفكيك سال ها نشان داد كه فاميل هاي موتانت در سال دوم 
پس از استقراركامل از عمل كرد علوفه خشك و نسبت برگ به 
ساقه بيش تري نسبت به فاميل هاي غير موتانت برخوردار بودند. 
وگياهان بدون  EMS  با شده  تيمار  گياهان  گزارشی،  در   )2(
تيمار با  EMS مورد بررسی با RAPD - PCR قرار گرفتند، 
در  تفاوت  كه  استاندارد مشخص شد  های  پرايمر  از  استفاده  با 
باند های حاصل از DNA تكثير شده محصول PCR گياهان 
تيمار شده به مدت 15 دقيقه با  EMSنسبت به بقيه نمونه ها 
به وضوح ديده می شود. در بررسی های انجام شده در رابطه با 

نتايج  كه  يافتند  دست  نتيجه  اين  به   b و   a كلروفيل  سنجش 
حاصل از اندازه گيری مقادير كلروفيل تفاوت معنی داری در هيچ 
يك از نمونه  ها نشان نداد.) P≤0/05(. )5( نتايج حاصل از اين 
آزمايش، اين پروژه را كه مبنی بر بی اثر بودن موتانت  ها نسبت 
به ماده جهش زا در رابطه با ميزان جذب كلروفيل می باشد را 
 Urgenia indica تائيد می كند. در پژوهشی كه بر روی گياه
)1( ، انجام شد، نشان داد كه ميزان كلروفيل در گياهان موتانت 
تغير معنی داری ايجاد نشد. )38( اثر EMS را روی جوانه زنی 
افزايش غلظت  با  كه  نمود  اعلام  و  داد  قرار  مورد مطالعه  گندم 
موتاژن، مقدار جوانه زنی كاهش می يابد كه در اين پروژه نيز به 
اين نتيجه دست يافته شد كه افزايش غلظت باعث از بين رفتن 
با   EMS تيمار  نمونه  ها می شود. )17( در گياهانی كه تحت 
غلطت 1/2، 0/8، 0/4 قرار گرفته بودند بيش ترين درصد نقص 
تيمار  درصد   1/2 دوز  با  كه  گياهانی  در  كلروفيل  بيوسنتز  در 
شده بودند ايجاد شد و به اين نتيجه دست يافته شد كه افزايش 
غلظت باعث از بين رفتن نمونه  ها می شود. )21( اثر غلظت های 
EMS را در توليد پايه های موتانت M.truncatula كه در ژن 
های عامل گره زايی آن ها جهش رخ داده بود، مورد بررسی قرار 
داده اند و اعلام نموده اند كه با افزايش غلظت ميزان كشندگی 
روی  بر  انجام شده  های  آزمايش  در   )10( می يابد.  افزايش  نيز 
برنج ذكر نموده اند كه بين طول خوشه و ميان گره ها هم بستگی 
مثبت و معنی داری وجود دارد كه در اين تحقيق به رابطه بين 
طول ساقه و تعداد جوانه پی برده كه اثر مثبت و معنی داری بين 
آن دو وجود دارد. پاتيل و همكاران نيز كه بر روی صفتهای كمی 
يك واريته از سويا تحقيق كردند و گياه را تحت تيمار با غلظت 
های 0/05، 0/1، 0/15 حجمی EMS قرار داده بوده اند مشاهده 
تيمار  استثناء  به  تيمارها  همه  در  جوانه زنی  درصد  كه  نمودند 
داده است. )13(  نشان  به طورمعنی داری كاهش   EMS  0/05
نتايج مشابهی در سويا گزارش گرديده است. )34(  درصد بقا در 
آزمايشی كه توسط آن ها صورت گرفت تحت تيمارهای موتاژنی 
به حداقل ممكن كاهش يافت كه در مقادير بالای موتاژن )20 و 
25كليوراد اشعه گاما و 0/15 درصد EMS( و تيمار تركيبی اين 
دو نوع موتاژن، كاهش آن معنی دار بوده است. تا به حال تحقيق 
های چندانی روی تاثير موتاژن EMS بر گياهان دارويی چه در 
حالت مزرعه ای و چه در حالت كشت بافتی يا انجام نشده است 
يا اين كه گزارشی در اين زمينه ارائه نشده است و بيش تر تاثير 
اين موتاژن را بر روی بذرهای گياهان مهمی مثل گندم و برنج 
انجام داده اند و با توجه به اين كه گياه نعناع فلفلی از طريق بذر 
كشت و كار نمی شود تا به حال كاری در اين زمينه برروی اين 
گياه صورت نپذيرفته است. در گزارشی در مورد القاي موتاسيون 
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در اسپرس نشان دادند كه تيمارهاي EMS تنوع قابل ملاحظه 
فرعي  تعداد شاخه  و  بوته  در  ساقه  تعداد  بوته،  ارتفاع  براي  اي 
نمودند.  ايجاد  مطالعه  مورد  اسپرس  هاي  توده  در  آذين(  )گل 
نتايج نشان داد كه در مجموع فاميل  هاي موتانت داراي نسبت 
برگ به ساقه بيش تر و تعداد روز تا 50% گلدهي كم تر بودند، 
در حالي كه براي  صفت هايي چون عمل كرد علوفه تر و خشك 
نيز  ها  صفت  بقيه  مورد  در  كردند.  عمل  بهتر  ها  غيرموتانت  
اختلاف معني داري بين موتانت ها و غيرموتانت  ها ديده نشد. 

)35(
نتیجه گیری 

غلظت موتاژن EMS به خصوص در دوز 0/01% بيش ترين اثر 
است. هم  داشته  شده  گيری  اندازه  های  روی خصوصيت  بر  را 
طول  روی  بر  اثر  ترين  بيش  دارای   EMS  %0/01 دوز  چنين 
ساقه گياه نعناع فلفلی را داشته و تاثير معنی داری در سطح %1 
نيز  برگ  تعداد  افزايش طول ساقه،  با  است.  داده  نشان  از خود 
افزايش يافته و در سطح 5% دارای اثر معنی داری شده است. اما 
اثر دوز، زمان و اثر متقابل دوز و زمان بر روی متوسط طول برگ 
دارای اثر معنی داری نبوده است. نتايج حاصله نشان داد كه دوز، 
زمان و اثر متقابل آن دو بر روی طول ريشه و تعداد ريشه هيچ  
است  نتوانسته   EMS موتاژن  و  نداشته  را  معنی داری  اثر  گونه 
نمونه  تيمار  شود.  گياه  ريشه  ناحيه  در  تغييرهايی  ايجاد  باعث 
ريشه  بررسی  مورد  دوز  دو  هر  در   EMS با  بافتی   های كشت 
های جانبی كه قبل از اعمال تيمار يا وجود نداشته يا بسيار كم 
بوده اند به سرعت تعداد اين ريشه های جانبی افزايش پيدا نمود و 
باعث شد اثر دوزهای اعمال شده به خصوص0/01% دارای تاثير 
با  تا  شد  پژوهش سعی  اين  در  شود.  در سطح %1  معنی داری 
كاربرد غلظت های مختلف ماده موتاژن EMS بهترين غلظت بر 
روی تغيير صفت های مورفولوژيك گياه نعناع فلفلی در شرايط 
درون شيشه ای و قسمت مزرعه ای پيدا شود. لذا برای شناخت، 
بهره برداری و فرآوری اين گياه دارويی مهم و ايجاد اشتغال برای 
تحقيق های بيش تر پيشنهاد می شود كه از ساير غلظت  ها و 
زمان های متفاوت برای اعمال تيمار ماده موتاژن EMS و بررسی 
چنين  هم  و  شود  استفاده  گيری  اندازه  مورد  های  خصوصيت 
موتاسيون زا  مواد  ساير  از  ستفاده  جهت  ديگری  های  تحقيق 
)شيميايی و فيزيكی( برروی گياه نعناع فلفلی و بررسی اثرهای 

آن  ها انجام شود.
سپاسگزاري

طبيعی  منابع  و  كشاورزی  علوم  دانشگاه   از مسئولين محترم 
ساری كه ما را در انجام پژوهش فوق ياري نمودند، كمال تشكر 

و قدرداني را می نمائيم.
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