
 

 ١

مختلف رز به  هايگونه هايكروموزوممطالعات سيتوژنتيك مولكولي در شناسايي  بررسي
  S45همراه كاربرد پروب 

 
  3هما حبيبي، 1حسن بيات  ،1*سعيد دقيقي

  ، بيرجندگروه علوم باغباني، دانشكده كشاورزي، دانشگاه بيرجند استاديار 1
 علوم باغباني، دانشگاه بيرجندكارشناس ارشد  3 
  sdaghighi@birjand.ac.ir نويسنده مسئول:*

 دهكيچ

اي منشأ هيبريدي پيچيده هارزبيشتر  آيد.حساب ميبهدر سراسر جهان  رز از جمله گياهان زينتي مهم
با پيشرفت  اخيراًزومي بود. فقط تكنيك آناليز كرومو 1970دارند. سيتوژنتيك كلاسيك تا شروع سال 

اي از اي بهبود يافته و دامنهگسترده طوربه هاآن، حوزه كاربرد  2GISHو   1FISHهاي سيتوژنتيك مثل تكنيك
 .Rosaرقم مختلف رز ( 5مريستم شاخه و ريشه  در اين تحقيق،باشد.ژن مييابي آناليز كاريوتيپ تا محل

foetida, Rosa. La france, Rosa. soleil d’or, Rosa. chinensis old Blush, Rosa. wichuraiana  جهت
هاي ساقه و ريشه به مريستم آوري شدند.جمع FISH و   GISHهاي مناسب براي تكنيك كرموزوم سازيآماده

درجه و اسيد استيك گلاسيال 70. سپس در فيكساتور اتانول تيمار شدند  ٪ 0,05و   ٪0,1سين رتيب با كلشيت
توسط پكتولياز و سلولاز به ترتيب به مدت سه و  به مدت شش ساعت نگهداري شد.هضم آنزيمي 1:3به نسبت 

اسيد و استيكگلاسيال 1اتانول:  3قه همراه با . سوسپانسيون سلولي حاصل از مريستم ساانجام شد دو ساعت 
ها روي لام قرار گرفتند و كروموزوم ٪45اسيد ه با يك قطره استيكسوسپانسيون سلولي مريستم ريشه همرا

مورد استفاده در اين آزمايش از ژنوم سويا جدا شد. با استفاده از تكنيك  S45رنگ شدند. پروب  DAPIتوسط 
FISH  3يك جفتNOR  بود ولي با استفاده از تكنيك  رؤيتقابلدر هر رقمGISH حاصل نشد.  اينتيجه

 هايگونه، )28x=4n=2تتراپلوئيد ( R. foetidaو  R. soleil d’or هايگونههمچنين نتايج آزمايش نشان داد كه 
R. wichuraiana  وR. chinensis Old. Blush ) 14ديپلوئيدx=2n=2(  و رقمR. La france  يك تريپلوئيد

)21x=3n=2.است (  
  FISH ،GISH ،rDNA S45 پلوئيدي،پلي، هيبريداسيون كلمات كليدي:

  
 مقدمه

منشأ  هاآنباشد و بيشتر رقم مي 1000گونه و  150و شامل Rosaceaeمتعلق به خانواده  .Rosa spرز با نام علمي 
و منبعي از تنوع را  رخ داده مكرراًپلوئيدي رز پليدر جنس  )Fernandez-Romero et al. 2001( اي دارندهيبريدي پيچيده

اي از است و يوپلوئيدها دامنه n=7هاي پايه در اين جنس تعداد كرموزوم. )Joly et al. 2006( براي آن ايجاد كرده است
14x=2n=2  70تاx=10n=2 باشندمي )H. Jian et al. 2010(.  سيتوژنتيك كلاسيك شامل آناليز 1970تا شروع سال ،

هاي ثانويه، موقعيت سانترومر و تعداد زو كروموزوم، محل فرورفتگيكروموزوم بر اساس مورفولوژي آن بود، مانند طول با
حوزه كاربرد آن  FISHو  GISHهاي سيتوژنتيك مدرن مثل با پيشرفت روش اخيراً .)Silva et al. 2013( هاكروموزوم

 GISHروش  .)Younis et al. 2015( باشديابي ژن مياي از آناليز كاريوتيپ تا محلاي بهبود يافته و دامنهگسترده طوربه
اي و گونههاي آلوپلوئيدي، هيبريدهاي درون هاي والديني مختلف در گونهها از ژنومابزاري قدرتمند براي افتراق كروموزوم

                                                           
1 Fluorescence in situ hybridization 
2 Genomic in situ hybridization 
3 Nucleolar Organizing Region 
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. )Ali et al. 2004( شودهاي درون ژنومي استفاده ميكراس است و همچنين براي ترسيم بازآرايي كروموزومفرزندان بك
FISH هاي اگزوژن وشناسايي ژن ها در يك جنس،را براي مطالعه روابط فيلوژنتيك در ميان گونه ابزار قدرتمندي نيز 

 .Ding et al( كندهاي كروموزوم فراهم ميهاي فيزيكي و بررسي ساختار و ناهنجاريهاي همولوگ، ساخت نقشهكروموزوم

شان از طريق ، كه ترسيمrRNAهاي تكرار مثل ژنپر هايهاي ژنبراي شناسايي مكان. همچنين اين روش )2016
مدل معتبر  در حال حاضر يك GISHو  FISHتكنيك  .)Leitch et al. 1992( هاي ديگر مشكل است، ارزشمند استروش

، يا ژنوم گياهان هيبريد طبيعي و مصنوعي است كه آن را به قابل كروموزوميهاي فردي، قطعات براي آناليز كروموزوم
اعتمادترين تكنيك براي مطالعه آلوپلوئيدها تبديل كرده است زيرا بيشتر گياهان پرورشي از طريق هيبريداسيون و پديده 

  .)Younis et al. 2015(انده يافتهپلوئيدي توسعپلي
  هامواد و روش

 د.انجام ش1394 -5 در سال INHPاين تحقيق در آزمايشگاه سيتوژنتيك مولكولي در مركز تحقيقات فرانسه 
شود. ي، انجام م ريشه شناسايي كروموزوم از نقاطي از گياه كه داراي تقسيمات ميتوزي بالايي است، مانند مريستم ساقه و

ن راحت آسي به كه در همه فصول سال وجود دارد اما دسترمزيت استفاده از مريستم ريشه نسبت به ساقه در اين است 
تم ريشه ه مريسب، دسترسي شده بودنددر اين مطالعه در گلدان كشت نيست ولي با توجه به اينكه گياهان مورد برررسي 

باشد. از د نميتر بوده اما در همه فصول سال موجوراحت بود و مزيت مريستم ساقه نيز در اين است كه قابل دسترس هاآن
كشت  R. soleil d’orو  R. foetida ،R. wichuraiana ،R. La france ،R. CH. Old. Blushرقم  5مريستم ريشه و ساقه 

  شده در گلدان، در اين آزمايش استفاده شد.
  و مريستم ريشه سازي كروموزوم از مريستم ساقهآماده

 1انجام شد. حدود )Fernandez-Romero et al. 2001(از طريق مريستم ساقه بر اساس مقاله  كروموزوم سازيآماده
ايط تاريكي تحت ساعت در دماي اتاق و شر 6به مدت  ٪0,05سين هاي ريشه با محلول كلشيمتر از مريستمسانتي 2تا 

دقيقه در  15مدت  نگهداري شدند. سپس به  -4و در دماي   Carnoy Iتيمار قرار گرفتند. سپس در محلول تثبيت كننده 
 ”Onozoka R-10“ ٪1ها توسط سلولاز ) قرار گرفتند. هضم آنزيمي نمونه 4,6pHمولار ( 0,01بافر سديم سيترات 

)Serva ( ٪20) و پكتيناز SIGMA ( ٪1) و سلولازCalbiochem در دماي (C°37  ت ساعت صور 2در آون به مدت
ها قرار گرفت و با فشار ي لامر گرفتند و يك لامل بر روروي لام قرا ٪45اسيد ها همراه با يك قطره از استيكنهگرفت. نمو

، در اتانول مطلق دهيدراته  Carnoy Iها بعد از تثبيت در ونهها حذف شدند و نمله شدند و سپس فريز شدند. لامل كم،
اده زمان استف ها در يخ تاشده و در معرض هوا خشك شدند و در مرحله كنتراست مورد ارزيابي قرار گرفتند و بهترين لام

  .)Hasterokl et al. 2002( نگهداري شدند
FISH  وGISH  

 nickها توسط قرار گرفتند. پروب pGMr1استفاده شده از ژنوم سويا جدا شده بود و در پلاسميد  S45پروب 

translation 11-با ديگوكسيژنين-dUTP اكسيژنينشدند و با آنتي د دارنشان- FITC  نمايان شدند)Cabrera et al. 

1999(.  
تيمار  C°37ساعت در دماي  2) به مدت SSC×2در  RNase )µg/ml100ها با قبل از هيبريداسيون، كروموزوم

 C°37دقيقه در دماي  5به مدت  SSC×2دقيقه و در دماي اتاق و  10به مدت  SSC×2ها دو مرتبه در شدند و سپس لام
 تيمار شدند. C°37دقيقه در دماي  10) به مدت M 01/0 HClدر  pepsin )µg/ml5با محلول  متعاقباًشسته شدند و 

دقيقه،  10به مدت  PBSآلدئيد در شسته شدند، پس از تثبيت در فرم دقيقه 5به مدت  PBS×1ها سپس دو مرتبه در لام
دقيقه دهيدراته شدند و سپس در  3هر كدام به مدت  ٪100و  ٪70دقيقه شسته شدند و در اتانول  5به مدت  PBS×1در 

-گوكسيژنيندي با nick-translation وسيلهبههاي جوان ژنومي استخراج شده از برگ DNAكل  معرض هوا خشك شدند.
11 -dUTP (Boehringer Mannheim) سولفات  ٪10فرماميد،  ٪50دار شدند. مخلوط هيبريداسيون شامل نشان

 µgاسپرم ماهي سالمون،  DNAاز  ng 1/0شده با ديگوكسيژنين،  دارنشانژنومي  DNAاز  SSC×2 ،ng10دكسترانت، 
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كه  طورهمانمحل و شستشوي پس از هيبريداسيون  در گليكوژن بود. هيبريداسيون µg 005/0و  tRNAمخمر  14/0
دار شده با ژنومي نشان DNA، انجام شد. براي مشخص كردن داده شد) شرح 1999و همكاران ( Cabreraتوسط  قبلاً

 .González et al( رنگ شدند DAPIبا  هاكروموزوماستفاده شد و  PBSدر  FITC -ديگوكسيژنين، آنتي ديگوكسيژنين

1999(.  
  نتايج و بحث

S rDNA45 هاي سرهم از ژن شامل واحدهاي تكرارشونده پشتrRNA S26S-5,8S-18 هاي و جداكننده
در گياهان طول دارد و مسئول تشكيل مناطق سازمان دهنده هسته  kb10طور معمول به هر واحدغيررونويسي شده است، 

)NORاست ( )Heslop-Harrison 2000(.  روشFISH ها است و اين بررسيبرده شده بكارهاي متعدد رز براي گونه
است. اين مطالعات نشان هاي رز فراهم كردهاطلاعات مفيدي را براي سير تكاملي و روابط فيلوژنتيكي در ميان گونه

پلوئيدي كه از پلي هايگونهدارند و  rDNA S45جايگاه  2هاي رز وحشي ديپلوئيد هستند و است كه بيشتر گونهداده
شان قابل انتظار است. اما در بعضي مطابق با ژنوم تكثيرشده rDNAشده اند، جايگاه تكثيرچنين ديپلوئيدهايي مشتق شده

  )Ding et al. 2016( سطح پلوئيد، متفاوت است بر اساسهاي مشاهده شده از تعداد مورد انتظار گياهان تعداد مكان
يك جفت  S45با استفاده از پروب  FISHدست آمد، مشخص شد در روش بر اساس نتايجي كه در اين بررسي به

NOR  ولي استفاده از روش 2 (عكسشد  مورد بررسي مشاهده هايگونهدر همه (GISH جه شد. همچنين ست موابا شك
 R.soleil d’orو  R.foetida هايگونهو ) بود 21x=3n=2( يك تريپلوئيد  La Franceمشخص شد رقم

 ) بودند14x=2n=2( ديپلوئيد R.whichuraianaو  R.CH. Old Blush هايگونه) ، همچنين 28x=4n=2(تتراپلوئيد
بر روي  rDNA S45هاي ديپلوئيد داراي يك جفت مكان همه گونه تقريباً). در همه مطالعات نشان داده شده كه 1 (عكس

اما  .)Ma et al. 1997; Fernandez-Romero et al. 2001; Jian et al. 2012() هستندNORاي (دهنده هستهنقاط سازمان
 ;Fernandez-Romero et al. 2001 Jian et al. 2012( مكان 3بررسي قرار گرفته است تريپلوئيدي كه مورد  هايگونهدر 

Ding et al. 2016; (  مكان  4وrDNA S45  تريپلوئيد يك جفت  هايگونهدر بعضي و مشاهده شدrDNA S45  نيز
  .)Ding et al. 2016( مشاهده شده است

R.WH 2n 
=14  

R.CH‘OB’ 
2n = 14 

Soleil d’Or 
4n=28 

R.foetida 
4n = 28  

La France 
3n =21  

 مختلف رز هايگونهسطوح كروموزومي  -1عكس 

  

  
  rDNA s45 هايجايگاه -2عكس 
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Abstract 

Rose is considered one of the most important ornamental plants across the world. Until the 
beginning of the 1970s, classical cytogenetic was the only way to chromosome analysis. Recently, 
advancements in cytogenetic techniques such as GISH and FISH, have widely improved the scop of its 
applications, and range of yotype analysis to gene location.Shoot and root tips of 5 different cultivar of 
roses (Rosa. foetida, Rosa. La france, Rosa. soleil d’or, Rosa. chinensis old Blush, Rosa. wichuraiana) 
were collected for preparation of suitable chromosomes for GISH and FISH techniques. Shoot and 
root tips were treated with 0.1% and 0.05% colchicine, respectively. And by pectolyase and cellulas 
were enzymatically digested in 3 and 2 hour, respectively. Cellular suspensions of shoot tip were 
spread with 3 ethanol: 1 glacial acetic acid and cellular suspension of root tip were spread with one 
drop of 45% glacial acetic acid on glass slide. Choromosomes were counterstained with DAPI. 45S 
rDNA probe was derived from soybean. With by of FISH technique was observed one pair of NOR 
per genomes. But with by GISH technique not resulted. Experimental results were demonstrated 
R.soleil d´or and cultivars were tetraploid and R.wichuraiana and R. chinensis old blush cultivars were 
diploid and R.La france cultivar was triploid. 
Keywords: In situ hybridization, polyploidy, FISH, GISH, 45S rDNA 


