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مطالعه کروموزومى در برخى از گونه هاى جنس  در 
استان هاى خراسان رضوى و شمالى

دریه امیري مقدم1، غلامرضا بخشی خانیکی*2،  سید جواد قریشی الحسینی3

مجله تازه هاي بیوتکنوى سلولی- مولکولی
دوره اول، شماره اول، زمستان 1389

چکیده
سابقه و هدف:  جنس  یکى از سرده هاى خانواده کاسنى است و تا کنون 300-250 گونه آن در جهان گزارش شده است. گیاهان این سرده 
علفى، دو ساله یا چند ساله و پایا بوده و در افریقا، اروپا و امریکا رویش دارند. بررسى منابع نشان مى دهد که تاکنون پژوهش هاى اندکى در مورد سیتوژنتیک 

این سرده در جهان به ویژه در ایران صورت گرفته است. 
مواد و روش ها: در مطالعات ژنتیکى با توجه به امکانات، نمونه ها و زمان هاى طولانى جهت جوانه دار شدن بذرها 4 گونه 

و  مورد مطالعه قرار گرفت. به این منظور پس از جوانه دار کردن بذرها، مراحل پیش تیمار، تثبیت، هیدرولیز،  . 
رنگ آمیزى، از مریستم ریشه اى گیاهچه ها نمونه میکروسکوپى تهیه شده و پس از آن بررسى هاى کروموزومى شامل تعیین تعداد کروموزوم و سطح پلوییدى 

انجام شد.
برابر با 34 کروموزوم بود (2n=34) و در گونه هاي  یافته ها: عدد کروموزومی سوماتیکی در گونه هاي   

.(2n =68) و  برابر با 68 کروموزوم بود C.  
 نتیجه گیري: بر اساس نتایج حاصل از مطالعات سیتوژنتیکى، گونه هاى مورد مطالعه، از نظر تعداد کروموزوم در دو گروه دیپلوئید و تتراپلوئید قرار 

و  است. گروه 2n=4x =68 -2 که شامل گونه هاى  مى گیرند. گروه 2n=2x=34 -1 که شامل گونه هاى 
 است.

، عدد کروموزومى، استان هاى خراسان رضوى و شمالى کلمات کلیدي:  جنس 

مقدمه
جنس  یکى از سرده هاى خانواده کاسنى است و تا 
کنون 300-250 گونه آن در جهان گزارش شده است. گیاهان این سرده 
علفى، دو ساله یا چند ساله و پایا بوده و در افریقا، اروپا و امریکا رویش 
دارند. برخى از گونه هاى این سرده داراى خواص دارویى اند و برخى 
 Dittrich, 1975  & 1979;) نیز جزء گیاهان مرتعى مى باشند
تاکنون  که  دهد  مى  نشان  منابع  بررسى   .(Heywood, 1985

پژوهش هاى اندکى در مورد سیتوژنتیک این سرده در جهان به ویژه 
این سرده،  اطلاعات سیتولوژیکى در  و  است  ایران صورت گرفته  در 

مورد  در  هاست.  بعضى گونه  در  کروموزوم  تعداد  گزارش  به  محدود 
تعداد کروموزوم هاى گونه هاى مشترك با خراسان گزارشاتى به شرح 
 .( Bures et al., 2004; Ghaffari, 1999) جدول زیر وجود دارد
لذا از آنجایى که دانشمندان معتقدند که کروموزوم ها از جمله صفات 
با ارزشى هستند که مى توان بر اساس آن نحوه روند تکاملى را دریافت 
و سیتوتاکسونومى مى تواند علاوه بر طبقه بندى، ارتباط بین گیاهان 
سیتولوژیکى  صفات  مطالعه  طریق  از  همچنین  و  دهد  نشان  نیز  را 
امکان مقایسه جمعیت ها نیز فراهم مى شود. بر اساس این تحقیق 
کروموزوم  جفت   17 از  باشد.  مى   2n=34 در   
4 جفت به صورت  هاى این گونه 13 جفت به صورت متاسانتریک، 
 6 این گونه جفت کروموزوم شماره  باشد. در  ساب متاسانتریک مى 
منگوله دار تشخیص داده شده است. این گونه داراى کاریوتیپ متقارن 

مى باشد.

آدرس نویسنده مسئول:گروه زیست شناسى، دانشکده علوم زیستى، دانشگاه آزاد 
اسلامی واحد پرند 
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تازه هاى بیوتکنولوژى سلولى- مولکولى، دوره اول، شماره دوم، بهار 1390،  مطالعه کروموزومى در  برخى از گونه هاى ...

 مواد و روش ها
در پایان فصل رویش و زمانى که بذرها کامل شدند، (قبل از ریزش) 
اقدام به جمع آورى بذر گونه هاى مورد مطالعه، گردید. به این منظور بذر 4

گونه 
آورى شد.  استان خراسان جمع  مختلف  مناطق  از   
کاغذى  هاى  پاکت  درون  آن ها  بذرها،  آورى  جمع  از  بعد  بلافاصله 
در جاى خنک نگهدارى شدند. پس از جمع آورى بذرها، آن ها براى 
تا یک دوره سرما  قرار گرفتند  مدت دو هفته تا یک ماه در یخچال 
را پشت سر بگذرانند. پس از این مدت، ابتدا براى جلوگیرى از رشد 
قارچ و کپک زدگى، آن ها به مدت 2-1 دقیقه در الکل 70 درصد یا 
هیپوکلرات سدیم قرار گرفته و پس از شستشوى کامل با آب، آن ها را 
به پترى دیش هایى که در آون 180 درجه استریل شده بودند، روى 
دو کاغذ صافى استریل شده در آب جوش منتقل کرده و پس از اضافه 
کردن آب مقطر استریل تحت شرایط دماى 25 درجه و تاریکى قرار 
گرفتند. مدت زمان لازم براى جوانه زدن بسته به گونه بین 3 روز تا 

2 هفته بود.
یخچال  به  ها  دیش  پترى  زدند،  جوانه  ها  ریشه  که  این  از  پس 
یخچال نگهدارى شدند و پس  24-12 ساعت در  به مدت  منتقل و 
از طى این مدت دوباره تحت شرایط 25 درجه قرار گرفتند. این کار 
جهت تحریک سلول ها و تجمع آنزیم هاى ضرورى براى تقسیم در 
سلول ها بوده تا با شدت بیشترى شروع به تقسیم کنند. جهت پیش 
این بررسى از هیدروکسى کینولین و کلشى شین استفاده  تیمار در 
اندازه کافى رشد کردند  به  ها  این ترتیب که وقتى ریشه  به  گردید. 
ساعت 8 یا 9 صبح به محلول 2 مولار کینولین منتقل و به مدت 1/5 

ساعت در محل تاریک و درجه حرارت محیط نگهدارى شدند.
برخى از ریشه ها نیز ساعت 10 صبح به محلول کلشى سین 0/05 در 
صد منتقل و به مدت 2 ساعت در محل تاریک و درجه حرارت محیط 

قرار گرفتند.
سپس براى تثبیت بافت، پس از خارج کردن ریشه ها از داخل مواد 
پیش تیمار، آن ها را با آب مقطر شستشو داد تا اثرات مواد پیش تیمار 
بر طرف گردد، سپس ریشه ها در محلول کارنوى به 12 الى 24 ساعت 
منظور  به  شدند.  داده،  قرار  محیط  حرارت  درجه  و  تاریک  در محل 
نگهدارى ریشه هاى تثبیت به مدت طولانى، بعد از شستشوى آن ها با 
آب مقطر، بلافاصله به الکل اتیلیک 70 درصد منتقل شده و در یخچال 

با دماى 5-2 درجه نگهدارى مى شوند.
تیمار  وسیله  به  را  بایستى ریشه هاى تثبیت شده  در اکثر روش ها 
در  تغییراتى  نمودن  هیدرولیز  با  نمود.  هیدرولیز  اسید کلریدریک  با 

DNAى کروموزوم ها به وجود آمده و موجب مى گردد تا در مقابل 

رنگ آمیزى به خوبى واکنش نشان دهند. براى انجام عمل هیدرولیز 
به اپندورف حاوى ریشه ها، اسید کلریدریک یک نرمال اضافه گردید 
و در آون با دماى 60 درجه قرار داده شد. مدت زمان مناسب جهت 
 10 بین  آمد  به دست  آزمایش  تکرار  بار  از چند  پس  که  هیدرولیز 
با آب مقطر  از هیدرولیز ریشه ها را  بود. بلافاصله پس  تا 15 دقیقه 
شستشو داده تا اثرات اسید برطرف و ریشه ها سریعاً سرد و هیدرولیز 

متوقف شود. 
جهت رنگ آمیزى در این تحقیق از روش هاى رنگ آمیزى استواورسئین 
و استوکارمن استفاده گردید. پس از هیدرولیز و شستشوى نمونه ها 
با آب، به نمونه هاى موجود در ایندورف رنگ استواورسئین افزوده و 
سپس نمونه ها در جاى تاریک و دماى آزمایشگاه نگهدارى شدند و 
آمیزى رنگ  روش  در  گرفتند.  قرار  مطالعه  مورد  24 ساعت  از  پس 
استوکارمن، نمونه ها در بشر حاوى رنگ قرار گرفته و براى مدت یک 
دقیقه جوشانده مى شوند و سپس از آن ها نمونه میکروسکوپى تهیه 
مى گردد. پس از رنگ آمیزى 3-2 میلى متر از نوك ریشه جدا و بر 
روى اسلاید میکروسکوپى (لام) و یک قطره اسید استیک 45 درصد 
و منطقه  بررسى  استرئو  با میکروسکوپ  داده شد، سپس نمونه  قرار 
مریستمى آن با سوزن جدا گردید و پس از آن یک لامل روى نمونه 
قرار گرفته و براى این که سلول ها در یک لایه لام پخش شوند به 
آرامى ضرباتى با خودکارى که ته صاف و نرمى دارد بر روى لامل وارد 
شدن  شمارش  قابل  و  ها  سلول  بیشتر  شدن  گسترده  براى  و  کرده 
کروموزوم ها لام و لامل را لابه لاى یک ورق کاغذ صافى گذاشته و 
با انگشت فشار داده تا از نفوذ هوا بین لام و لامل جلوگیرى شود در 
انتلان زده  به کناره هاى لامل در روى لام، چسب  توان  نهایت مى 
تا  داده،  قرار  یخچال  در  مرطوب  دیش  پترى  داخل  در  را  اسلاید  و 
باشد. قابل مطالعه میکروسکوپى  زیادى  براى مدت  نمونه تهیه شده 
پس از عمل مونته کردن اسلایدها، آن ها را مورد مطالعه میکروسکوپى 
مشخص  میکروسکوپ  کم  نمایى  درشت  با  ابتدا  دهیم.  مى  قرار 
مى کنیم که آیا یاخته متافازى وجود دارد یا نه؟ و در صورت مشاهده 
نمایى درشت  با  را  آن  ایمرسیون  یا  سدر  روغن  با  نظر  مورد  یاخته 
دهیم. در صورت مناسب  مى  قرار  بررسى  100 عدسى شیئى مورد 
بودن از یاخته به تعداد زیاد عکس تهیه کرده که براى تهیه کاریوتایپ 
از عکس ها زیراکس رنگى گرفته شود. سپس به کروموزوم هاى آن 
بر  ها  آن  مرتب کردن  و  تصویر کروموزوم ها  برش  با  و  شماره داده 
اساس طولشان از بزرگ به کوچک کاریوتایپ تهیه نمودیم. البته لازم 
هر که  متعدد  هاى  آزمایش  از  پس  تحقیق  دراین  که  است  ذکر  به 
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تهیه لام مدت یک  مرحله  بذرها تا  از مرحله جوانه دار کردن  کدام 
طول مى کشید به علت تعداد زیاد کروموزوم و کوچک بودن آن ها 
موفق به تهیه کاریوتایپ نشده و تنها عدد کروموزومى گزارش گردید. 

یافته ها
به منظور مطابقت ویژگی هاي سیتوژنتیکی با صفات ریختی، مطالعات 
نتایجى  خراسان  در  مختلف   هاى  گونه  شناختى  ریخت 
: در میان گونه هاى مورد مطالعه را به شرح زیر به دست مى دهد 
بسیار  اى  ساقه  داراى  یا  و  ساقه  فاقد  غالباً 
کرك  از  معمولاً  ها  گونه  اکثر  برگ  و  ساقه  سطح  باشد.  مى  کوتاه 
اپیدرمى براى رده بندى  پوشیده شده است. تنوع الگوى کرك هاى 
به  را  صفاتى  خانواده  و  سرده  گونه،  هیبریدها،  تشخیص  سطح  در 
دست مى دهند. تأکید بیشتر بر روى شکل، اندازه و طرز قرار گرفتن 
سلول هاى تشکیل دهنده کرك است. وجود و عدم وجود ساختمان 
غده اى بر روى کرك از نظر تاکسونومى مهم مى باشد. همچنین نحوه 
پراکندگى کرك ها در بین تاکسون هاى مطالعه شده به عنوان یک 
صفت تاکسونومیکى قابل ارزیابى است. همان گونه که در شرح ریخت 
مهم در رده بندى در  از صفات  شناختى گونه ها مشاهده شد یکى 
سطح گونه اى سرده  وجود اشکال متفاوت کرك در سطح 

فوقانى و تحتانى برگ ها بود. براى مثال در گونه 
خارمانند، و  زبر  سیخ،  هاى  کرك  از  پوشیده  ها  برگ  فوقانى  سطح 
نیز  ها  برگ  تحتانى  سطح  و  بوده  تارعنکبوتى  و  پراکنده  و  برابر  نا 
که  حالى  در  باشد.  مى  عنکبوتى  تار  هاى  کرك  از  پوشیده  مختصراً 
از  پوشیده  ها  برگ  فوقانى  سطح  گونه   در 
کرك هاى زبر و خارمانند انبوه بوده و سطح تحتانى برگ ها پوشیده 
از کرك هاى تارعنکبوتى انبوه  پتویى مى باشد. در گونه  
سطح فوقانى برگ ها تنها از کرك هاى تار عنکبوتى (کمى) پوشیده 
شده و در سطح تحتانى برگ ها پوشیده از کرك هاى تار عنکبوتى 

انبوه پتویى مى باشد.
پهنک  مشابه بوده، حاشیه  شکل کلى برگ ها در همه گونه ها تقریباً 
سینوسى و یا دندانه دار و غالباً خار دارند و همگى ساقه آغوش و بدون 

دمبرگ مى باشند.
از صفات دیگر متمایز کننده گونه ها مى توان به شکل کپه و تعداد 
آن ها در رأس ساقه که معمولاً منشعب است، اشاره کرد. براى مثال 
منشعب غالباً 10-3 عدد  در گونه  در رأس ساقه 
کپه به صورت مجتمع و فشرده به هم دیده مى شوند، در حالى که 
رأس  در  ها  کپه و   در 
و در   3 عدد هستند  تا  ندرتاً 2  منفرد،  منشعب  ساقه 

منفرد دیده مى شوند. در منشعب به صورت  در رأس ساقه  کپه ها 
 کپه ها در رأس ساقه منشعب به ندرت منفرد و غالباً هر 

چند کپه به صورت پانیکولى- دیهیمى قرار دارند.
شکل کپه ها نیز در گونه هاى مختلف نیز متفاوت مى باشد. براى مثال 

کپه ها در  کروى یا تخم مرغى پهن و 
تخم مرغى باریک و کشیده مى باشند. 

و  خارجى  هاى  برگک  شکل  به  توان  مى  دیگر  بارز  هاى  تفاوت  از 
تفاوت ها در شکل  اشاره کرد.  داخلى گریبان در گونه هاى مختلف 
کلى، وجود یا عدم وجود کرك و رنگ برگک ها مى باشد که از صفات 
براى مثال در   مهم تاکسونومیکى برگک هستند. 
برگک هاى سرنیزه اى باریک، تقریباً سه پهلو و هر یک منتهى به یک 

خار بلند ایستاده و زرد رنگ هستند، در حالى که در 
ارغوانى  معمولاً  و  سرازیر  و  برگشته  اى  سرنیزه  گریبان  هاى  برگک 

رنگ مى باشد.
مختلف  هاى  گونه  در  ها  گلچه  ساختار  که  است  ذکر  به  لازم 
تفاوت هاى بارزى را نشان نمى دهد. جام گل معمولاً نزدیک به میانه 
  ،Syngenesious یا قاعده پنج قسمتى، بساك ها به هم پیوسته یا
در قاعده زایده دار و داراى دو دنباله دراز، میله پرچم ها آزاد و معمولاً 
کرك آلود، کلاله دو قسمتى و در پایین محل انشعاب حلقه وار، ضخیم 
و کرك پوش است. جقه (پاپوس ها) معمولاً سفید چرك، پر مانند و در 

اندازه هاى متفاوت دیده مى شود.
بحث

 اهمیت عدد کروموزومى به عنوان یک صفت تاکسونومیک این است که 
احتمالاً یکى از با ثبات ترین صفات موجودات زنده مى باشد. این ثبات 
نسبى موجب شده که در تاکسونومى، عدد کروموزومى به عنوان صفتى 
مهم و کاربردى معرفى مى شود و از این رو تنها داده سیستماتیک زیستى 
است که پیوسته در فلورها و منابع همسان گزارش مى شود. تمام افراد 
داراى عدد کروموزومى  یک گونه (گرچه استثنائاتى وجود دارد) معمولاً 
مشابه هستند. در سطح گونه، معمولاً یک عدد پایه اصلى و نسبتاً مشخص 
وجود دارد. از این عدد پایه، عددهاى پایه گوناگون مشتق مى شوند که 
آنیوپلوئیدها و پلى پلوئیدها را به وجود مى آورند. بررسى فهرست هاى 
کروموزومى (جدول 1) نشان مى دهد که گونه هاى خویشاوند (گونه هاى 
یک جنس) که تعداد کروموزوم متفاوت دارند، این تفاوت ها بیشتر ناشى از 
پدیده پلى پلوئیدى است که در گیاهان بسیار رایج بوده و نقش عمده اى 

مطالعات  از  که  پلوئیدى  سطح  تعیین  دارد.  گیاهان  تکامل  در  را 
کروموزومى به دست مى آید، در انجام دورگ گیرى از اهمیت فراوانى
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جدول1- بررسى تاریخچه سیتوژنتیکى برخى گونه هاى  

گونھ2nnمنابع

Loon & Jong, 197834C. ravense (L.)scop
Uhrikova, 197834C. ravense (L.)scop

Skainska et. al., 197434C. ravense (L.)scop
Mortorn, 197734C. ravense (L.)scop.       var. arvense
Mortorn, 197734C. ravense (L.)scop.var. incanum (Fish.) Ledeb

Kuzmanov et. al., 1981a34C. ravense (L.)scop

Bir & Sidhu, 198034C. ravense (L.)scop
Sidhu, 197917C. ravense (L.)scop

Morton, 198134C. ravense (L.)scop
Van Den Brand et. al., 197934C. ravense (L.)scop
Kliphuis & Wieffering, 197934C. ravense (L.)scop

Czapik, 195868C. ravense (L.)scop
Podtech & Bader, 197434C. ravense (L.)scop

Talavera, 197434C. ravense (L.)scop
Kuzmanov et. al., 198168C. ravense (L.) scop. var. vestitum Wimm & Grab

Van loon & Kieft, 198034C. ravense (L.) scop. var. vestitum Wimm & Grab

Tonian, 1981a34C. ravense (L.)scop

Gupta & Gill, 198317C. ravense (L.)scop

Arohonka, 198234C. ravense (L.)scop
Dmitrieva, 198734C. ravense (L.)scop

Gupta & Gill, 198917C. ravense (L.)scop
Parfenov & Dmitrieva, 198834C. ravense (L.)scop

Kuzmanov et. al., 19476834C. ravense (L.)scop
Tonian, 198234C. congestum Fish. & C. Meyer

Tonian, 1981b34C. rhizocephalum C. Meyer
Tonian, 1981b34C. rhizocephalum C. Meyer var. caulescens Boiss

Skalinska et. al., 197468C. vulgare (Savi) Ten
Morton, 197768C. vulgare (Savi) Ten

Scrugli & Bocchieri, 197768C. vulgare (Savi) Ten. subsp. sylvaticum
Pavone et. al., 198168C. vulgare (Savi) Ten

Strid & Franzen, 198168C. vulgare (Savi) Ten
Tonian, 198268C. vulgare (Savi) Ten

Arohonka, 198268C. vulgare (Savi) Ten
Probatova & Sokolovskaya, 1984b68C. vulgare (Savi) Ten
Sokolovskaya & Probatova, 1984a68C. vulgare (Savi) Ten

Dmitrieva, 198768C. vulgare (Savi) Ten
Parfenov & Dmitrieva, 198868C. vulgare (Savi) Ten

Krasnikov & Lomonosova, 199068C. vulgare (Savi) Ten

Holloingsworth et. al., 199268C. vulgare (Savi) Ten
Kuzmanov et. al.,199734        C. vulgare (Savi) Ten
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برخوردار مى باشد، زیرا هر سطح پلوئیدى جدید، خزانه ژنتیکى جدیدى 
را به دست مى دهد. همان گونه که از نتایج و تصاویر مشخص مى شود، 
گونه هاى مورد مطالعه از نظر تعداد و اندازه کروموزوم تفاوت هایى را 
نشان مى دهد. اختلاف در اندازه کروموزوم گونه ها نشان دهنده اختلافات 
موجود در انواع محصولات ژنى یا پروتئینى آن ها است و اختلاف در 
تعداد کروموزوم گونه ها نشان دهنده اختلافات موجود در آرایش ژن 
یا مضاعف شدن ژن و یا هر دو است. همان طور که قبلاً اشاره شد 

بررسى سیتوژنتیکى 4 گونه  شامل: 
انجام گرفت  ، 

و از مرحله متافاز میتوز گونه ها عکس تهیه شد (شکل 1).

مورد  هاى  گونه  سیتوژنتیکى،  مطالعات  از  حاصل  نتایج  اساس  بر 
تتراپلوئید  از نظر تعداد کروموزوم در دو گروه دیپلوئید و  مطالعه، 

قرار مى گیرند.
هاى گونه  شامل  که   2n=2x=34 گروه1- 

 است.
هاى  گونه  شامل  که   2n=4x=68 گروه2- 

 است.
تشکر و قدردانى

فردوسى مشهد  تمامى همکاران در گروه زیست شناسى دانشگاه  از 
کمال تشکر را داشته و از حوزه معاونت پژوهشى دانشگاه مشهد قدردانى 

مى نمائیم.

، شکل1 - مرحله متافاز میتوز در گونه هاى: 1- 
-4  -3 ،  -2 
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