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   نهال و بذر  ينژاد جله بهم
1390، سال 3 ، شماره 27-1جلد   

  
هاي  گونهدر ، فلوسيتومتري و سطح پلوئيدي هاي محافظ روزنه سلولهاي  كلروپلاستتعداد ارتباط 

  (.Onobrychis spp)اسپرس 
  

Relationship Between the Chloroplast Number in Stomatal Guard Cells, 
Flow Cytometry and Ploidy Level in Onobrychis spp. 

 
  2 اسكندري حسن  و1 قنواتي فرنگيس

 
 كرج بذر، و نهال تهيه و اصلاح تحقيقات موسسه استاديار، -1
  تهران نور، پيام دانشگاه كشاورزي دانشكده ، بيوتكنولوژي ارشد كارشناسي سابق  دانشجوي-2
 

  16/4/1390:         تاريخ پذيرش12/10/1389: تاريخ دريافت
 

  چكيده
 

هــاي اســپرس  گونــهدر ، فلوســيتومتري و ســطح پلوئيــدي هــاي محــافظ روزنــه ســلولهــاي  كلروپلاســتتعــداد ارتبــاط  .1390 .، و اســكندري، ح.قنــواتي، ف
(Onobrychis spp.). 427 - 439 :27-1نهال و بذر  ينژاد  مجله به.  

  
 و دسـتگاه  هـاي محـافظ روزنـه    روپلاسـت سـلول  در اين تحقيق براي اولين بـار امكـان اسـتفاده از شـمارش كل         

 مورد بررسي اسپرس  جنس به عنوان يك روش جانشين ساده و آسان براي تعيين سطح پلوئيدي در     فلوسيتومتري
 سـه نمونـه بـه طـور تـصادفي            گلخانـه در   جمعيتهر  كاشته شده   هاي جوان مياني گياهان      از برگ . قرار گرفت 

. شدول هاي محافظ روزنه سطح زيرين برگ در بيست جفت سلول شمارش             هاي سل  انتخاب و تعداد كلروپلاست   
هاي متافازي مريستم انتهايي ريشه انجـام و         براي تعيين سطح پلوئيدي، روش معمول شمارش كروموزم در سلول         

سـطح  ) r=0.95(دهنـده همبـستگي مـستقيم        نتايج نـشان  . شدحداقل ده پهنه متافازي ميتوز براي هر گونه مطالعه          
تعـداد  . هـاي مـورد مطالعـه بـود        هاي سلول هـاي محـافظ روزنـه در كليـه گونـه             ئيدي با تعداد كلروپلاست   پلو

تقريبا دو برابـر   O. altissimaو  O. viciaefolia  تتراپلوئيدهاي  هاي محافظ روزنه در گونه هاي سلول كلروپلاست
   ،O. mazanderanica  ، O. amoena subsp. meshhedensisهـاي ديپلوئيـد     در گونـه هـا  هـاي آن  كلروپلاسـت 

O. amoena subsp. amoena،  O. subnitens  ،O. schahuensis   ،O. chorassanica  ، O. michauxii و   
O. pulchella شاهد پيك و نسبت مد نمونه  با مقايسه . بود(O. amoena subsp. amoena )   سطوح ها نمونهساير و ،
هـاي    هاي تتراپلوئيد تقريبـا ايـن نـسبت دو برابـر گونـه              ، به طوري كه در گونه     شدها تخمين زده     پلوئيدي نمونه 

 و اسـتفاده از  هـاي سـلول هـاي محـافظ روزنـه       فوق شمارش كلروپلاستنتايجبنابراين با توجه به   . ديپلوئيد بود 
  .شود  توصيه ميجنس اسپرسيدي در ئ نوين براي تعيين سطح پلوهاي  به عنوان روشدستگاه فلوسيتومتري

  
 .سطح پلوئيدي، سلول محافظ روزنه، كلروپلاست، فلوسيتومترياسپرس، : هاي كليدي واژه

  
  
  

  0261-2701260:  تلفن         f_ghanavati83@yahoo.com: نويسنده مسئول
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  مقدمه

با دارا بـودن    ) Onobrychis( جنس اسپرس 
يكي از   گونه يك ساله و چندساله       130بيش از   
هاي تيره بقـولات      ترين سرده   ترين و مهم    بزرگ
هـاي ايـن جـنس داراي         تعدادي از گونـه    .است

ــه ــستند واي ارزش علوفــــ ــي  هــــ    در برخــــ
عنوان گياهان زنبورپسند   ه  كنترل فرسايش و يا ب    

  ي هــا  از گونــهتعــدادي. رونــد بــه كــار مــي  
  ي عنـــوان گياهـــان زينتـــه  نيـــز بـــايـــن جـــنس

  ؛Mabberley, 1997 (شـــوند كـــشت مـــي 
Lock and Simpson, 1991 .( جــــنس

Onobrychis) ــپرس ــمال  ) اس ــيا و ش در اوراس
شرقي آفريقـا پـراكنش دارد و مركـز تنـوع آن            

ــوراني     ــو ت ــه ايران ــدل منطق ــواحي معت ــتن  اس
)Rechinger, 1984(. ــران  در ايـــــــــ

ــنس ــه63 داراي  Onobrychisجــ   ي  گونــ
اسـت  )  چند ساله گونه50يك ساله و  گونه13(

ــه  ــشار   ك ــوايي انت ــف آب و ه ــاطق مختل در من
داشته و از تنوع ژنتيكي بالايي برخوردارند و به         
عنوان يـك ذخيـره ژنـي غنـي و ارزشـمندبراي            

استفاده . شوند  اصلاح گونه زراعي محسوب مي    
ميان انواع غير زراعي با گونـه       از تلاقي ژنتيكي    

هـاي    زراعي راهي براي فائق آمدن بـر نارسـايي        
ــزايش مقاومــت آن  ــي، اف ــه  اســپرس زراع ــا ب ه

ــنش ــاري   ت ــي و بيم ــاي محيط ــزايش   ه ــا و اف ه
ذخيـره ژنـي ايـن       .عملكرد كمي و كيفي اسـت     

جنس داراي سطوح پلوئيدي متفاوت ديپلوئيـد       
، 7ت  و تتراپلوئيد با عدد پايه كروموزمي متفـاو       

 كه موجب پيچيـدگي كـار اصـلاح         است 9 و   8
شــود  مــيآن بــا اســتفاده از ايــن منــابع ژنتيكــي 

(Ghanavati et al., 2010) . بنــابراين تعيــين
سطح پلوئيدي نه تنها اهميت فراواني در مطالعه        

ها داشـته، بلكـه حـائز         روابط خويشاوندي گونه  
اي،   اهميت زيادي در تهيه هيبريدهاي بين گونه      

ــه ات ژنتيكــي و برنامــهمطالعــ ــژادي آن هــاي ب  ن
ــوزم   از آن. اســت ــدازه كروم ــه ان ــا ك ــا در  ج ه
 بسيار كوچك است، تعيين     جنسهاي اين     گونه

سطح پلوئيدي از طريق روش معمـول شـمارش         
ــشه در   كرومــوزمي در ســلول ــستم ري هــاي مري

هاي اصلاحي گسترده بسيار مشكل بـوده         برنامه
رگيري كــاه و يكــي از عوامــل محدودكننــده بــ

ايـن روش   . استها پلوئيد بريدينگ      تكنولوژي
سـازي    كه شامل مراحل مختلفـي جهـت آمـاده        

پـيش   زني بـذر سـالم، مراحـل        نمونه نظير جوانه  
آميزي، اسكواش    تيمار، تثبيت، هيدروليز، رنگ   

، اسـت هـا     و نهايتاً بررسي ميكروسـكوپي نمونـه      
گيــر و تخصــصي بــوده و نيازمنــد  كــاري وقــت

 وجـود  بنـابراين . ر سـالم اسـت  تعداد زيادي بـذ 
 جانـشين سـاده، آسـان و مقـرون بـه            روشيك  

ــت   ــمارش كلروپلاسـ ــد شـ ــرفه ماننـ ــاي  صـ هـ
ــلول ــوده و    س ــه ضــروري ب ــافظ روزن ــاي مح ه

 را  اسـپرس هاي اصلاحي     تواند كارايي برنامه    مي
  بـــه ميـــزان قابـــل تـــوجهي افـــزايش دهـــد     

(Ghanavati et al., 2004) . كلروپلاست يك
هـاي گيـاهي      فـرد در سـلول    اندامك منحصر به    

هـاي    است كه نقش بـسيار مهمـي در متابوليـسم         
. اوليـــه ماننـــد فتوســـنتز و احيـــاء نيتـــرات دارد

ــسيم     ــه تق ــشان داده اســت ك ــر ن ــات اخي مطالع
هـاي بـرگ      كلروپلاست و تعـداد آن در سـلول       

 و (Leech, 1981) استتحت تأثير ژنوم هسته 
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هـاي    رابطه مستقيم تعداد كلروپلاست در سلول     
محافظ روزنـه بـا سـطح پلوئيـدي در بعـضي از             

بـا توجـه بـه      . هاي گياهي اثبات شده است      گونه
ســــهولت و كــــم هزينــــه بــــودن شــــمارش  

هـاي محـافظ روزنـه در         هاي سلول   كلروپلاست
هـاي    مقايسه با روش معمول شمارش كرومـوزم      

  هــاي مريــستم انتهــايي ريــشه، از ايــن      ســلول
ــدي در آن   ــطح پلوئي ــين س ــراي تعي ــا روش ب  ه

همبــــستگي تعــــداد . اســــتفاده شــــده اســــت
هـاي محـافظ روزنـه و         ها در سلول    كلروپلاست

فرنگـــي  ســـطح پلوئيـــدي در گياهـــان گوجـــه
(Koorneef et al., 1989)ــيب ــي   ، س زمين
(Schreiter et al., 1989) ــه ــدم گون    و گن

 T. monococcum (Hawke and Leech, 1990)  تائيـد 
عنـي  در مطالعه ديگري همبـستگي م     . شده است 

داري ميان تعداد كروموزم، اندازه دانه گـرده و         
هاي محافظ روزنه     هاي سلول   تعدادكلروپلاست

  .Lathyrus odoratus L در گيـــــــاه
 (Murray and Standing, 1992)و در  

  اي گونـــــــــــه  بـــــــــــين  هيبريـــــــــــدهاي
 Arachis hypoyaea L. و A. stenosperm 

L. (Singsit and Oaias-Akians, 1992) 
 مطالعــه شــمارش تعــداد    ايــن.دمــشاهده شـ ـ

كلروپلاســـت را روش مناســـبي بـــراي تعيـــين  
ــان  ــلام n6 و n2 ،n3 ،n4گياهـــ ــرد اعـــ . كـــ

آميزي و شمارش كلروپلاست در حداقل        رنگ
اي در اپيـدرم بـرگ         سلول محافظ روزنه   بيست

توانست گياهان سـطوح ديپلوئيـد، تتراپلوئيـد و         
ــاقه     ــت سـ ــشت بافـ ــل از كـ ــد حاصـ تريپلوئيـ

ــيب ــدا مـــــــشخص زمينـــــــي ر ســـــ   كنـــــ

) (Cardi et al., 1992 .قنــواتي و همكــاران 
)Ghanavati et al., 2004( ارتبــــاط 

وهمبستگي سطح پلوئيدي و تعداد كلروپلاست      
 گونه سرده يونجـه را      17نه در   هاي محافظ روز  

نتـايج نـشان داد تعـداد       . مورد مطالعه قرار دادند   
كلروپلاست هاي سلول هاي محافظ روزنـه در        

تراپلوئيد تقريبا دو برابر آن در گونه       گونه هاي ت  
ــود  ــد ب ــاي ديپلوئي ــواي  . ه ــرف ديگرمحت  از ط

DNA          هسته اي كه در كرومـوزوم هـاي درون 
، نيز مي توانـد     استهسته سلول گياهان موجود     

عنوان شاخصي براي تخمين سـطح پلوئيـدي        ه  ب
معمـولاً بـراي تعيـين      . مورد استفاده قـرار گيـرد     

گيــاهي از دو  هــسته ســلول هــاي DNAمقــدار 
ــپكتروفتومتري   ــيتومتري و ميكرواس روش فلوس

در ايـــن ســـري . فـــولگن اســـتفاده مـــي شـــود
 از گياهاني استفاده مـي شـود كـه          هاي  آزمايش

 34 تـا    1ها در محدوده اي بين        آن DNAمقدار  
). et al., 2000 Bennett(پيكـوگرم قـرار دارد   

  در روش فلوســـــــــــــــــــــــــيتومتري از دو 
ــوروكروم    ــوان فلــ ــه عنــ ــاده بــ ــتفاده مــ   اســ

  ايـــــن دو مـــــاده عبارتنـــــد از . شـــــود مـــــي
   و(Propidium Iodid)پروپيــــديوم يديــــد 

ــو6و4 ــل اينـــــــدول -2- دي آمينـــــ    فنيـــــ
(4,6-Di Amino 2-Phenil Indol).PI ه  بــ

  وســـيله نـــور مرئـــي بـــا مـــاكزيمم جـــذبي در 
ــانومتر 490 ــود، در  nm)( نـ  تحريـــك مـــي شـ
 UV)(وسـيله نـور فـرابنفش       ه   ب DAPIكه   حالي

اين دو . شودتحريك مي  )nm(انومتر  ن350در 
. رنگ واكنش هاي رنگي كاملاً متفاوتي دارند      

PI دوتــايي بازهــاي رشــته بــين جفــت DNA و 
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RNA            كه خاصيت بازي كمـي داشـته يـا فاقـد 
ــي    ــع مـ ــستند، واقـ ــازي هـ ــيت بـ ــود خاصـ   شـ

)et al., 1991 Properi( در حالي كه ، DAPI 
 ــ  ــابيني اســت كــه ب ــر بين طــور ه يــك رنــگ غي

-Aي به صورت كمپلكس در نواحي باز      ترجيح

Tگيــرد شــود و بــين بازهــا قــرار نمــي  بانــد مــي  
)et al., 1993 Godelle .( هـاي اخيـر    در سـال

تكنيك فلوسـيتومتري بـه علـت آسـان بـودن و            
سرعت بالاي آن به تكنيك هاي ديگر تـرجيح         

؛ Heslop-Harrison, 1995 (شـــود داده مـــي
Rayburn et al., 1989 .( ــالي ــه آن ــا نتيج ز ب
گـرام نمـايش داده      فلوسيتومتري به شكل هيستو   

. اسـت  مربـوط   DNAشـود كـه بـا محتـواي          مي
ــلول    ــزرگ از س ــت ب ــك جمعي ــون ي ــا را  چ ه

توان در مدت زمـان كوتـاهي بـا ايـن روش             مي
آناليز كرد، از فلوسـيتومتري بـا وسـعت زيـادي           
  بـــراي يـــافتن آنيوپلوئيـــدي و پلـــي پلوئيـــدي 

)et al., 1999 Kawara (هده اخـتلال در  و مشا
اسـتفاده  ) Rabinovich, 1994(تقـسيم سـلولي   

هـاي    هـسته  DNA، محتـواي    Cارزش. شـود  مي
. دهـد  هاي سوماتيك ديپلوئيد را نشان مي      سلول

 ميليون جفـت    980گرم نيز معادل     هر يك پيكو  
در ). et al., 2000 Bennett( است (Mbp)باز 

 هسته سلول گيـاهي اهميـت       DNAتعيين مقدار   
ها مـورد    ردهاي مرجع و استفاده ويژه آن     استاندا
كـارگيري  ه   در اين تحقيق امكان ب     .استتاكيد  

هـاي محـافظ      هـاي سـلول     شمارش كلروپلاست 
ــوان روش  ــه عن ــيتومتري ب ــه و فلوس ــايي  روزن ه

آسان، دقيق و كارآمد در تعيين سطح پلوئيـدي         
هاي سرده اسپرس بررسي شـده و كـارايي           گونه

هــاي متافــاز  آن بــا شــمارش كرومــوزمي ســلول
  .شدميتوزي مقايسه 

  

  ها مواد و روش

 اســپرس  گونــهنــوزده جمعيــت ده رهايبــذ
ــشگاه جمــع هــاي اصــلي در  آوري شــده از روي

هـاي پلاسـتيكي بـه        در گلـدان  ،  مناطق مختلـف  
متـر حـاوي ماسـه بـادي، خـاك           عمق دو سانتي  

  برگ و خاك مزرعه در فصل پاييز در گلخانـه         
بـراي  . شـدند  بانك ژن گياهي ملي ايران كشت     

طور مكانيكي و با اسـتفاده از كاغـذ         ه  اين كار ب  
سمباده سطح بذرها خراش داده شد و سـپس بـا    

 درگياهـان   . ندكش بنوميل ضدعفوني شد     قارچ
 رشـد گـراد     درجه سـانتي   20-25  شرايط دمايي 

پـس از  . شـدند داده و يك روز در ميان آبياري        
 ند برگي رسـيد   دهها به حدود      رست  كه دانه  اين

 مـورد اسـتفاده قـرار        براي شمارش كلروپلاست  
  .گرفتند

هـاي    هـاي سـلول     براي شمارش كلروپلاست  
هـا    هـاي ميـاني گياهچـه       از بـرگ  محافظ روزنه، 

ــانگره ( ــه  )6-5مي ــصادفي ســه نمون ــه طــور ت ، ب
هـا در     انتخاب و براي جلوگيري از تبخير بـرگ       

ــه      ــريعاً بـ ــرار داده و سـ ــتيكي قـ ــسه پلاسـ كيـ
ــد  ــل ش ــشگاه منتق ــغ  . دنآزماي ــتفاده از تي ــا اس ب

ــه  ــكالپل قطع ــطح   اس ــدرم س اي كوچــك از اپي
زيرين بـرگ را برداشـته و روي يـك لام قـرار             

پـس  . آميزي شـد    داده و با محلول لوگول رنگ     
 لامــــــل روي لام، در زيــــــر  دادناز قــــــرار

 تعـداد   400ميكروسكوپ نوري بـا بزرگنمـايي       
ها در بيست جفـت سـلول محـافظ           كلروپلاست
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ميانگين و انحراف معيار بـراي  روزنه شمارش و    
  . تعيين شدجمعيتهر 

براي تعيين سطوح پلوئيدي با فلوسيتومتري،      
تعداد دو برگ جوان از هر بوته به اندازه چهـار           

متر از هر گياه بريده و درون تشتك پتري           سانتي
ميكروليتـر از بـافر      1600مقدار  . قرار داده شدند  

DAPI          فاده  بر روي برگ ها ريخته شد و با اسـت
 .هـا آزاد شـوند    تا هـسته  از تيغ كاملاً خرد شدند    

ــر مخـــصوص     ــله از فيلتـ ــسيون حاصـ   سوسپانـ
دسـتگاه عبـور داده شـد تـا تجمعـات ســلولي و      

ــوند  ــات درشــت حــذف ش ــول.قطع ــر محل    فيلت
ــتوانه   ــه اسـ ــل لولـ ــده در داخـ ــتگاه شـ   اي دسـ

  Ploidy Analyzer )Partec GmbH 2005 
ــه ) ســاخت كــشور آلمــان از شــد و پــس ريخت

ــصب ــصوص ن ــل مخ ــواي ، در مح  DNA محت
  .شدنمونه هاي مورد آزمايش تعيين 

ــذرهاي   ــوزومي، بـ ــمارش كرومـ ــراي شـ بـ
تيمارشده به روشي كه در بالا به آن اشـاره شـد            
در تــشتك هــاي پتــري محتــوي كاغــذ صــافي  

زنـي بـه       جوانـه  مرطوب قرار داده شدند و بـراي      
. شـدند  منتقـل    گـراد   سـانتي  درجه   25ژرميناتور  
  هــا بــه انــدازه چــه  ســاعت كــه ريــشه48 پــس از

ها جدا و     چه  متر رشد كردند، ريشه      سانتي 5/1-1
ــيش تيمـــار      ــول پـ ــال بـــه محلـ ــس از انتقـ   پـ

 سـاعت  5/3 هيدروكسي كينولئين، به مـدت       -8
نمونـه هـا در ادامـه       . در يخچال نگهداري شدند   

ــول    ــر در محلـ ــا آب مقطـ ــشو بـ پـــس از شستـ
ــسكي  ــه يــك  (فيكــساتور لويت ــول يــك ب محل

) الين ده درصد و اكسيد كـرم يـك درصـد          فرم
پـس از   . شدندقرار داده و در يخچال نگهداري       

 سهبه مدت   ريشه چه ها     ساعت   24-30گذشت  
 70ســاعت در آب جــاري شستــشو و در الكــل 

هـا در محلـول       چه  ريشه. درصد نگهداري شدند  
 دقيقـه در    12 سديم هيدروكسيد نرمال به مدت    

دروليز و  گـراد هي ـ     درجـه سـانتي    60حمام آبـي    
بـراي  . آميزي شدند   سپس با هماتوكسيلين رنگ   

از بين بـردن تيغـه ميـاني و تهيـه گـسترش بهتـر               
سلولي، ريشه چه ها بـه مـدت يـك سـاعت در             
آنزيم سلولاز و پكتيناز قرار داده شـدند و پـس           

 پهنـــه متافـــازي ميتـــوز    5-10از اســـكواش،  
هاي مريستم نوك ريـشه بـراي هـر گونـه            سلول

  .ار گرفتمورد مطالعه قر
  

  نتايج و بحث

كه در اين تحقيـق     ي  هاي نام و رويشگاه گونه   
  نـشان  1جـدول   در  مورد بررسـي قـرار گرفتنـد        

نتايج اين بررسي نـشان داد كـه        . داده شده است  
هـا عـدد     از نظرتعداد كروموزوم پايه، بين گونـه      

مطالعـات  . شـد  مـشاهده    8و  7پايه كروموزومي   
بـه جـز    كروموزومي اين تحقيـق نـشان داد كـه          

كه  O. altissima و O. viciaefolia هاي گونه
هـاي مـورد      همـه گونـه    تعيين شـدند،  تتراپلوئيد  

ــدبررســي ديپلوئيــد  ــه جمعيــت. بودن   هــاي گون
 O. michauxii و گونه O. pulchella  با عـدد 

ــوزومي   ــه كروم ــوزوم x =8پاي ــداد كروم   ، تع
16 =x2 =n2هــاي، گونــه   O. viciaefoliaو  

O. altissima 7 پايه كروموزومي با= x تعداد ،
ها، با پايـه      و ساير گونه   28x=4n=2كروموزوم  

ــوزومي  ــوزوم  x=7كرومـــ ــداد كرومـــ ، تعـــ
14=x2=n2 نتــايج مطالعــات  . را نــشان دادنــد 
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  ها  آن و رويشگاه Onobrychis مورد مطالعه جنس هاي گونه -1جدول 
Table 1. Studied species of Onobrychis and their habitats 

 
Species  Habitate 
O. mazanderanica Rech.f.  Mazanderan: Noshahr, Zaloos, Dalam, 571† 
O. mazanderanica Rech.f.  Mazanderan: Sari, Narmabdos, Saidabad, 171† 
O. amoena subsp. meshhedensis Širj. & Rech.f.  Fariman, arreh kamar, 1900m 
O. amoena subsp. amoena M. Pop. et Vved. Bojnord, Shoghan, 2000m 
O. subnitens Bornm.  East Azerbaijan: Sarab, 278† 
O. subnitens Bornm.  East Azerbaijan: Hashtrod, Zolbin, 318† 
O. schahuensis Bornm.  Kermanshah, Eslamabad-e- Gharb, Govareh, 419† 
O. schahuensis Bornm.  Kermanshah: Javanrod, 413†  
O. chorassanica Bunge.  Bojnord: Samsiyab, 475† 
O. chorassanica Bunge.  Khorrasan Razavi: Mashhad, Kalat road to Dargaz, 588† 
O. michauxii DC.  East Azerbaijan: Mianeh, 291† 
O. michauxii DC.  East Azerbaijan: Kaleibar, 280† 
O. pulchella Schrenk. Khorrasan Razavi: Mashhad, Kalat, Chenar, 471† 
O. viciaefolia East Azarbaijan: Kaleibar, 280† 
O. viciaefolia West Azarbaijan: Naghadeh, Oshnaviyeh, Nalus, 134†   
O. viciaefolia West Azarbaijan: Bukan, Bami, Bardehzard, 136† 
O. altissima Lorestan: Aligodarz, Kahrizsorkh, 236† 
O. altissima Markazi: Shahzand, Hendodar, 260† 
O. altissima Markazi: Khandab, 262† 

 
  Number of TN Gene Bank : †                                                                         در بانك ژنTN شماره † :

  
يتوژنتيكي توسط ديگر محققين در مورد ايـن        س

ــق       ــن تحقي ــد نتــايج اي ــز موي ــنس ني اســت ج
)Hesamzadeh Hejazi and Ziaei Nasab, 2009؛   

Goldblatt,1992-1993 ؛Zohary, 1972؛ 

Ansari Asl et al., 2000.(  
ــشان داد كــه  همچنــين ايــن مطالعــهنتــايج  ن

هاي مختلـف اسـپرس       ها و جمعيت    هرچند گونه 
تعداد متفاوتي كروموزم پايه هستند ولـي       داراي  

ــوزم   ــتن كروم ــي در داش ــك   همگ ــاي كوچ ه
مشترك هستند، به عبارت ديگـر در مقايـسه بـا           

هـاي ديگـر گيـاهي        ها و جـنس     بسياري از گونه  
هـاي اسـپرس كوچـك        ميانگين طول كروموزم  

  . تر است
ــداد    ــانگين تعــ ــداكثر و ميــ ــداقل، حــ حــ
كلروپلاست هاي سلول هاي محافظ روزنـه در        

 آمـده   2جـدول   در  مختلف اسـپرس    گونه هاي   
 شود،  طور كه در جدول مشاهده مي      همان. است

هـاي محـافظ     تعداد كلروپلاسـت هـا در سـلول       
 در و عدد   14 تا   8روزنه گونه هاي ديپلوئيد بين      

ــد  ــه ي تتراپلوئي ــين گون ــا 15ب ــود عــدد 20 ت  .ب
ميانگين تعداد كلروپلاسـت هـا در گونـه هـاي           

. بـود  19 تتراپلوئيـد  هاي و در گونه 11ديپلوئيد  
  هــــاي  در گونــــه1شــــكل ايــــن مطلــــب در 

O. amoena subsp. amoena،   
O. pulchella و O. viciefolia  نـــشان داده

 ثبـت  نتايج نشان دهنـده همبـستگي م       .شده است 
)r=0.95(    د كلروپلاسـت    سطح پلوئيدي با تعدا

هاي سلول هاي محـافظ روزنـه در كليـه گونـه            
بـه طـوري كـه      . )2شكل  (هاي مورد مطالعه بود   

تعــداد كلروپلاســت هــاي ســلول هــاي محــافظ 
 O. viciaefolia تتراپلوئيدهاي  روزنه در گونه

قريبــا دو برابــر كلروپلاســت ت O. altissimaو 
  هــــــاي آن در گونــــــه هــــــاي ديپلوئيــــــد  

O. mazanderanica  ، O. subnitens ،
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  هاي مختلف اسپرس  تعداد كروموزوم، تعداد كلروپلاست و سطح پلوئيدي در گونه-2جدول 
Table 2. Number of chromosomes, number of choloroplasts and ploidy level in 

different species of Onobrychis 

  
 O. amoena subsp. meshhedensis ،   

O. schahuensis  ، O. chorassanica  ،  
O. amoena subsp. amoena،  O. michauxii  

قبلي در خربزه مطالعات  . بود  O. pulchellaو 
(Fassuliotis and Newlson, 1992)و  

ــيب ــي  س و  (Mozafari et al., 1997)زمين
نيـز تعـداد    ).Ghanavati et al., 2004(يونجـه 

هـاي ارقـام تتراپلوئيـد را تقريبـاً دو       كلروپلاست
   . اند كردهبرابر ارقام ديپلوئيد گزارش 

ــت داراي  ــوي و DNAكلروپلاســـ  حلقـــ
  هـــاي موجـــود در   مـــستقلي اســـت كـــه ژن  

هـــاي مختلـــف بـــسيار پايدارنـــد  گونـــهآن در 
(Martin and Hermann, 1998) . اگر چه اين

ي مخـصوص بـه خـود را دارد و          هااندامك ژن 
 آن موجود   DNA ژن در    يكصدبه طور تقريبي    

است ولي بايد توجه داشت كه تقـسيم، رشـد و           
هـاي موجـود در       عمل بيوشيميايي آن با بيان ژن     

 ناكــانو و .(Leech, 1981)هــسته ارتبــاط دارد 

  تعداد كلروپلاست
Number of chloroplast 

  انحراف معيار
Standard 
deviation 

Species 

  تعداد كروموزوم
  

Number of 
chromosome 

سطح 
  يديپلوئ

Ploidy 
level حداقل  

Min. 
  حداكثر
Max. 

  ميانگين
Mean 

 

O. mazanderanica 1 14 2x 8 11 9.9 1.1 

O. mazanderanica 2 14 2x 10 13 11.4 1.1 

O. amoena subsp. meshhedensis 14 2x 10 13 11.4 1.0 

O. amoena subsp. amoena 14 2x 10 14 11.9 1.3 

O. subnitens 1 14 2x 9 13 10.6 1.3 

O. subnitens 2 14 2x 11 13 12.0 0.8 

O. schahuensis 1 14 2x 11 14 12.2 0.9 

O. schahuensis 2  14 2x 11 14 12.2 1.0 

O .chorassanica 1 14 2x 11 14 11.9 1.1 

O. chorassanica 2 14 2x 11 13 12.2 0.8 

O. michauxii 1 16 2x 10 12 10.6 0.7 

O. michauxii 2 16 2x 10 13 11.7 0.9 

O. pulchella 16 2x 11 13 11.3 1.1 

O. viciaefolia 28 4x 17 20 18.8 1.0 

O. viciaefolia 28 4x 17 19 18.0 1.2 

O. viciaefolia 28 4x 18 20 19.5 1.1 

O. altissima 28 4x 16 18 17.0 0.9 

O. altissima 28 4x 17 19 18.0 1.1 

O. altissima 28 4x 15 17 16.0 0.9 
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  هاي گونه  به ترتيب در(B)هاي محافظ روزنه  تعداد كلروپلاست سلول و (A) ميتوزي متافاز -1شكل

O. amoena subsp. amoena (1)  ،O. pulchella (2) و O. vicaefolia (3)  
Fig. 1. Mitotic metaphase (A) and the choloroplast number of stomata guard cells (B) 

of O. amoena subsp. amoena (1) , O. pulchella (2) and O. vicaefolia (3) 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   رگرسيون خطي بين ميانگين تعداد كلروپلاست و كروموزوم نوزده جمعيت اسپرس- 2شكل 
Fig. 2. Linear regression between mean of chloroplasts number and chromosomes 

number in nineteen Onobrychis populations 
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Y=‐7.496+1.942x

r=0.95
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 معتقدنـد  (Nakano et al., 2001)همكـاران  
ــام از طريــق   ــه DNAماهيــت انتقــال پي  هــسته ب

DNA  هــا آن.  كلروپلاســت هورمــوني اســت 
 هـر  است، اين هورمون سيتوكينين   نداظهار داشت 

ــست ــد    ژنندچنــد نتوان هــايي را كــه قبــل از تولي
حال اگر  . ندكنسيتوكينين در گيرند را مشخص      

ــود  ــرض ش ــشكيل    كه ژنف ــه ت ــوط ب ــاي مرب ه
اند، پس     هسته منتقل شده   DNAكلروپلاست به   

هـاي مربــوط بــه    ژنهپلوئيــدي تعـداد نــسخ  پلـي 
دهـد و در      تشكيل كلروپلاسـت را افـزايش مـي       

هـاي    نتيجه جهش در يك يـا تعـدادي از نـسخه          
داري بـر سـازگاري موجـود         يك ژن اثـر معنـي     

ادر بـه حـذف طبيعـي       زنده نخواهد داشـت و ق ـ     
جايي كه كلروپلاست در     از آن . نيستاندامك  

ــا  هــا ســاخته مــي نتيجــه تظــاهر ايــن ژن شــود، ب
هـاي موجـود يـك ژن         پلوئيدي تعداد نسخه    پلي

هاي سازنده كلروپلاست بيـشتر شـده و بـا      يا ژن 
ــيگنال  ــزان س ــزايش مي ــداد   اف ــاي مناســب، تع ه

 ,Gupta)يابــد  كلروپلاســت نيــز افــزايش مــي

 ارتبـاط ميـان تعـداد        نيـز  در اين بررسي  . (2003
هـاي محـافظ روزنـه بـا          هاي سـلول    كلروپلاست

اسـپرس  هـاي مختلـف       سطح پلوئيدي در گونـه    
  .شدتأييد 

هـاي    جمعيـت  DNA مطالعـه محتـواي      براي
  مــــــــــــورد آزمــــــــــــايش، گونــــــــــــه

 O. amoena subsp. amoena  ديپلوئيـد   كـه
 . )3شـكل   (شـد    به عنوان شاهد استفاده      است

ه چندين بار مورد آزمايش قرار گرفت       اين نمون 
و در نهايت مشخص شد كه دسـتگاه، شـاخص          

 55 را به طور متوسـط       DNA (mode)محتواي  

به اين ترتيـب شـاخص محتـواي        . نشان مي دهد  
DNA         مورد انتظار براي يك اسـپرس ديپلوئيـد 

 گونـه  تمام.  تخمين زده شد   50-60در محدوده   
لـوط و   هاي مورد آزمايش، با نمونـه شـاهد مخ        

در صـــــورت ديپلوئيـــــد بـــــودن شـــــاخص  
ــد(ســانترومري ــا در همــين محــدوده و   آن) م ه

در حـالي كـه در      .ها بر همديگر منطبق شد     پيك
ــد   ــه تتراپلوئي ــدودO. viciefoliaگون  و 98 ح

هـاي ديپلوئيـد بـود و        تقريبا دو برابـر مـد نمونـه       
 3جـدول  (تشكيل پيكي جدا از نمونه شاهد داد  

  .) 3 شكلو
 شمارش تعداد كلروپلاست در     در مقايسه با  

ــه     ــافظ روزن ــاي مح ــلول ه ــيتومتري س و فلوس
شود كـه تعيـين سـطح پلوئيـدي بـه             ملاحظه مي 

هــاي متافــاز  روش شــمارش كرومــوزمي ســلول
ميتوزي ضمن مشكل بودن، مستلزم داشتن بـذر        
سالم و صـرف حـداقل يـك هفتـه زمـان بـراي              

كـه   هاسـت، در حـالي      سازي نمونه   مراحل آماده 
هـاي محـافظ      هاي سلول    كلروپلاست با شمارش 

 تنها با داشتن چنـد بـرگ         و فلوسيتومتري  روزنه
تر يعنـي در حـدود        تازه و در زماني بسيار كوتاه     

. توان سطح پلوئيدي را تعيين كـرد         دقيقه مي  10
 بـر اسـاس نتـايج ايـن تحقيـق شـمارش             بنابراين

هـاي محـافظ روزنـه بـه          هاي سلول   كلروپلاست
رفه، آسـان و سـريع      عنوان روش مقـرون بـه ص ـ      

 جـنس هـاي     جهت تعيين سـطح پلوئيـدي گونـه       
شود با اين حـال در دو روش          مي توصيه   اسپرس

شمارش كلروپلاست و فلوسيتومتري به سـختي       
مــي تــوان در يــك ســطح پلوئيــدي مــشخص،  

 كروموزومي  16 يا   14ها يعني     تعداد كروموزوم 
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  ر اساس پيك فلوسايتومتر نمونه شاهد ب با اسپرسهاي جمعيت مدهاي   نسبت-3جدول 
Table 3. Ratio of mode of Onobrychis populations with control based on flow 

cytometer peak 
 

Species مد نمونه هاي اصلي  
Mode of main samples 

  مد شاهد
Mode of control sample 

  نسبت
Ratio 

O. mazanderanica 1 55 55 1.00 
O. mazanderanica 2 56 55 1.00 
O. amoena subsp. meshhedensis 55 55 1.00 
O. amoena subsp. Amoena 55 55 1.00 
O. subnitens 1 54 55 1.00 
O. subnitens 2 59 55 1.07 
O. schahuensis 1 58 55 1.05 
O. schahuensis 2  55 55 1.00 
O. chorassanica 1 60 55 1.09 
O. chorassanica 2 53 55 1.00 
O. michauxii 1 58 55 1.05 
O. michauxii 2 59 55 1.07 
O. pulchella 50 55 0.90 
O. viciaefolia 96 58 1.70 
O. viciaefolia 92 55 1.67 
O. viciaefolia 89 54 1.64 
O. altissima 93 55 1.69 
O. altissima 90 54 1.66 
O. altissima 95 55 1.72 

 
 
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 )2پيك ( O.amoena subsp. amoena ديپلوئيد  با)3پيك( O. viciaefolia  تتراپلوئيدگونه مقايسه -3شكل

  بر اساس فلوسيتومتري
Fig. 3. Comparison of Samples tetraploid O. viciaefolia (peak 3) with diploid 

O.amoena subsp. amoena (peak 2) based on flow cytometry  
ــو ــطح    ب ــا س ــرد و تنه ــين ك ــت تعي ــه دق دن را ب

ــودن     ــد ب ــا تتراپلوئي ــد ي ــي ديپلوئي ــدي يعن پلوئي
مشخص مـي شـود كـه ايـن از معايـب ايـن دو               

  .آيد روش به حساب مي
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